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1. PROTEÍNAS AMILOIDES: BASES MOLECULARES Y ESTRUCTURALES
1.1. Estructura de los ensamblajes amiloides
El interés por los amiloides abarca la ciencia de proteínas, la biotecnología y, 
primordialmente, la biomedicina puesto que son los agentes causantes de proteinopatías 
clínicamente relevantes, bien sean sistémicas (amiloidosis relacionada con la díálisis) o 
neurodegenerativas (enfermedades de Alzheimer, Parkinson, Creutzfeldt-Jakob y  Huntington) 
(Chiti y  Dobson, 2006; Tuite y  Serio, 2010; Weissmann y  col., 2011). Aunque las proteínas 
amiloides se asocian a muchas enfermedades, algunas de ellas amiloides desempeñan funciones 
biológicas beneficiosas. 
Las proteínas amiloides tienen en común una estructura tridimensional (3D) 
extremadamente estable y  sencilla, llamada lámina-ß cruzada. Copias múltiples de un segmento 
peptídico, cada una de ellas proveniente de diferentes moléculas de la misma proteína, se 
ensamblan como hebras-ß en una lámina-β de extensión indefinida, que se yuxtaponen y  se 
trenzan formando fibras (Figura 1) (Chiti y  Dobson, 2006). Las hebras adyacentes (espaciadas 
por ∼4.7 Å) interaccionan por puentes de hidrógeno, determinando los residuos implicados la 
disposición paralela o antiparalela de la lámina-β. El empaquetamiento de láminas contiguas 
(espaciadas por ∼9-11Å) sucede a través de la interdigitación de las cadenas laterales compatibles 
(hidrofóbicas o polares) dando así lugar a una “cremallera estérica” (Perutz y  col., 1993; Nelson y 
col., 2005; Sawaya y  col., 2007). El conjunto de estas interacciones genera la agregación 
ordenada en forma de fibras amiloides.
Las fibras crecen por reclutamiento de moléculas de proteína soluble nativa, gracias a que 
los ensamblajes amiloides son capaces de moldear en aquéllas su conformación de lámina-β 
cruzada (Eichner y  Radford, 2011a), lo que les confiere su transmisibilidad molecular (ver apartado 
Introducción 3.1.4). Esta propiedad es única entre los ensamblajes de proteínas. El estado 
agregado amiloide es, termodinámicamente, el más estable que puede adoptar una cadena 
polipeptídica (Baldwin y  col., 2011). Puesto que se pueden encontrar condiciones conducentes a 
la agregación como amiloide de casi cualquier proteína, éste ha sido considerado un plegamiento 
ancestral (Chiti y Dobson, 2006). La Naturaleza utiliza el estado amiloide en muchos contextos 
estructurales, donde es necesario un material fuerte pero flexible (Knowles y  Buehler, 2011). Así 
los amiloides funcionales se encuentran en metazoos, hongos y  bacterias, a los que la herencia 
de estas estructuras les puede resultar ventajosa, ya que pueden generar nuevas funciones en la 
célula y permitir una adaptación rápida ante las variaciones medioambientales. 
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Figura 1. Panorámica estructural de la agregación amiloide. Las hebras-ß (flechas azules) interaccionan a 
través de puentes de hidrógeno formando una lámina-ß. El ensamblaje a su vez de varias de esas láminas-
ß, mediante la interacción de sus cadenas laterales formando una cremallera estérica, genera una 
estructura de lámina ß-cruzada (protofibras) que se asocian lateralmente como fibras. Éstas son visibles 
tras tinción negativa, mediante microscopía electrónica de transmisión.
1.2. Potencial amiloidogénico y polimórfico
Las proteínas amiloides que agregan in vivo pueden formar fibras in vitro, los cuales poseen 
propiedades morfológicas, estructurales y  de tinción características (Stefani y  Dobson, 2003; 
Uversky  y  Fink, 2004). Aunque la formación de agregados de proteínas es un fenómeno común, 
diversas metodologías biofísicas permiten caracterizarlos o no como amiloides. Éstos poseen un 
patrón de difracción de rayos X (anillos o lunetas de reflexión a 4.7 y  10 Å), consistente con una 
arquitectura fibrilar en lámina-ß cruzada (Chien y  col., 2004). Las fibras amiloides se pueden 
visualizar además al ME (Figura 1), y  tienen afinidad por colorantes y  fluoróforos hidrofóbicos 
como el rojo Congo y la tioflavina T, con los que se puede monitorizar la cinética de formación de 
amiloides in vitro (Eichner y Radford, 2011a).
1.2.1. Predicción de secuencias amiloides
La existencia de secuencias concretas en una proteína con tendencia a agregar ha 
permitido desarrollar algoritmos (TANGO, WALTZ, 3D profile) (Goldschmidt y  col., 2010; Maurer-
Stroh y  col., 2010) que predicen el potencial de agregación de proteínas y  de proteomas enteros . 
Tales algoritmos son capaces de identificar regiones amiloidogénicas, compuestas por un mínimo 
de 6 residuos (Goldschmidt y  col., 2010; Maurer-Stroh y  col., 2010), que suelen encontrarse 
ocultas en el interior de la estructura 3D (Goldschmidt y  col., 2010). Algoritmos como WALTZ 
permiten además discriminar entre agregación amorfa y  ß-amiloide, exhibiendo esta última una 
dependencia del entorno en el que se encuentra la secuencia. De hecho, se puede distinguir entre 
amiloides funcionales y los asociados a enfermedades, ya que los primeros presentan residuos de 
mayor polaridad (Maurer-Stroh y col., 2010).
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1.2.2. Polimorfismo estructural de los amiloides
El estado amiloide posee variabilidad intrínseca, es decir que diferentes pero cercanas 
trayectorias conformacionales pueden canalizar la energía libre asociada al plegamiento y  al 
ensamblaje. Dicha variabilidad está mediada por las condiciones fisico-químicas o por eventos 
estocásticos que afectan a las fases de nucleación y/o de elongación de la amiloidogénesis, lo 
que da lugar a diferentes variantes amiloides de una misma proteína. De hecho, las fibras 
amiloides exhiben un amplio grado de polimorfismo estructural, en particular las formadas por 
proteínas que portan repeticiones amiloidogénicas imperfectas en tándem de una secuencia 
consenso dada (Pawar y col., 2005). Las repeticiones heterogéneas generan versatilidad en las 
cremalleras estéricas y dan lugar a múltiples ensamblajes alternativos, cada uno de los cuáles 
representa una estirpe conformacional del estado amiloide (Wiltzius y col., 2009). 
1.3. Transformación del estado nativo al estado amiloide: cinética
El ensamblaje amiloide se puede producir tanto en proteínas nativas desplegadas 
(Turoverov y  col., 2010) como en globulares (Chiti y  Dobson, 2009). En este último caso, es 
común que sea requerido un desplegamiento parcial con el fin de exponer regiones potenciales 
amiloidogénicas, de otro modo inaccesibles al solvente, por estar protegidas en la proteína en 
forma de hélices-α o enterradas en el núcleo de la proteína plegada (Giraldo, 2010). En muchas 
proteínas, esta acción se consigue mediante cambios en las condiciones físico-químicas de los 
ensayos, como bajo pH, altas temperaturas o presión, o soluciones concentradas de agentes 
desnaturalizantes o caotrópicos (como urea o guanidina) (Figura 2). Sin embargo, estas 
aproximaciones tienen aplicabilidad limitada cuando se trata de mimetizar la amiloidosis in vivo. 
Esta se puede conseguir mediante mutaciones puntuales o modificaciones post-traduccionales, 
como la proteolisis.
Los ligandos alostéricos proveen una vía específica capaz de modular la estructura proteica, 
por lo general con alta afinidad y  amplio rango dinámico (Laskowski y  col., 2009). La unión 
alostérica puede alterar el equilibrio conformacional de las proteínas a través de varios niveles de 
organización: disociación de las subunidades en un oligómero, alteraciones locales en la 
estructura terciaria o mediando una transformación entre estructuras secundarias (por ejemplo 
despliegue de una región α-helicoidal a una estructura desordenada, que actúa como precursor 
amiloide). La unión de un ligando puede generar un conjunto de intermediarios conformacionales 
metaestables de la proteína (N*) (Figura 2), algunos de los cuales serán capaces actuar como 
núcleos de amiloidogénesis (Giraldo, 2007). 
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Figura 2. Mecanismos de la amiloidosis de proteínas. Ésta puede ocurrir espontáneamente, a partir de una 
proteína plegada nativa (N) (flecha discontinua). En cambio, es más común que tras un desplegamiento 
parcial de la proteína (U), regiones peptídicas (dibujadas en amarillo) que normalmente se encuentran en 
una conformación no ß, como hélice-α o coil, se ensamblen irreversiblemente como hebras-ß (flecha) 
formando una lámina-ß cruzada amiloide (abajo). El desplegamiento parcial puede suceder bajo 
condiciones fisico-químicas extremas (izquierda), como altas temperaturas (T), elevada presión hidrostática 
(P), altas concentraciones de agentes desnaturalizantes (D) o pH ácido. Alternativamente, la unión 
alósterica de una molécula ligando (rojo) en una región de la proteína puede resultar en un cambio 
conformacional (equilibrio desplazado) hacia una conformación metaestable con tendencia a agregar (N✽), 
donde la región amiloidogénica queda accesible para auto-ensamblarse (derecha). Imagen tomada de 
Giraldo (2010).
Modelos basados en medidas experimentales (en su mayoría espectroscópicas) indican que 
el ensamblaje amiloide en proteínas se ajusta a una cinética de curva sigmoidal, característica de 
la polimerización nucleada (Frieden, 2007; Andersen y col., 2009). Ésta consta de en una fase 
inicial lenta de nucleación (lag, fase de latencia), en la que sucede una conversión conformacional 
de la proteína nativa que conlleva la formación de pequeños primordios oligoméricos. Esta fase 
está seguida por otra exponencial de elongación que es rápida, en la que sucesivos bloques 
oligoméricos se añaden a los agregados (Figura 3). La rapidez (pendiente de la curva) de esta 
última es función de la habilidad de las núcleos preexistentes para servir como moldes, y  de dirigir 
la deposición de moléculas de proteína solubles en los extremos crecientes de las fibras. La 
ruptura de las fibras amiloides, por cizalla in vitro, o por la acción de proteínas de la familia de 
chaperonas in vivo, crea nuevos oligómeros que actúan como primordios. Estos son capaces de 




Figura 3. Esquema de la cinética característica de las amiloidosis in vitro. Está dividida en dos fases: i) fase 
de nucleación, donde se forman los primordios oligoméricos por un proceso lento que implica el 
desplegamiento parcial de la proteína nativa e interacciones intermoleculares desfavorables; y ii) una fase 
de elongación, etapa que es mucho más rápida y que da lugar a las fibras por unión de los primordios. La 
fase limitante del proceso es la formación de éstos, pues una vez generados promueven rápidamente la 
agregación. La formación del amiloide se puede acelerar gracias a la adición de partículas preformadas 
(curva roja), análogas a las estructuras transmisibles. Figura adaptada de Soto y col. (2006).
2. BIOLOGÍA DEL ESTADO AMILOIDE
2.1. Priones y prionoides
Las variaciones conformacionales de las proteínas han adquirido protagonismo frente a las 
modificaciones post-traduccionales clásicas (glicosilación, fosforilación) para explicar algunos 
cambios en el fenotipo de células y  organismos. En este ámbito, el ensamblaje amiloide 
desempeña un papel importante, ya que genera nuevos fenotipos por alteración de la función 
normal de las proteínas, por repuesta celular a la nueva conformación y/o por la propia 
acumulación de la forma amiloide. Los amiloides además de poseer una estructura 3D estable y 
ordenada, poseen la capacidad de autoensamblarse, son heredados (verticalmente) en la división 
celular y  pueden transferirse (horizontalmente) entre las células u organismos, comportándose en 
este último caso como agentes infecciosos. A tales partículas proteicas infectivas se les llama 
priones, término acuñado por Prusiner (Bolton y  col., 1982), cuando aisló la forma infecciosa de la 
proteína PrP, responsable de las encefalopatías espongiformes transmisibles. Posteriormente, se 
han identificado proteínas de naturaleza priónica en otros organismos (Tuite y Serio, 2010).
Existe un grupo de proteínas en diversos organismos que pueden, como los priones, auto-
replicar el cambio conformacional amiloide dando lugar igualmente a depósitos in vivo, pero que 
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carecen de infectividad. A dichas proteínas se les llama prionoides. Son capaces de promover el 
ensamblaje amiloide de moléculas solubles de la misma proteína in vitro e infectar a células de su 
progenie (transmisión vertical), pero no son infecciosas (Aguzzi, 2009). Ya que priones y 
prionoides no contienen información genética codificada en forma de ácidos nucleicos, ésta se 
encuentra implícita en la estructura amiloide agregada, que difiere de la del precursor monomérico 
soluble de la proteína (Aguzzi y  Rajendran, 2009). Tanto los priones como los prionoides se 
ajustan a la hipótesis priónica original (“sólo proteína”), según la cual la partícula propagada es de 
naturaleza exclusivamente proteica (Prusiner, 1982).
2.2. Amiloides en Metazoa
A. PROTEINOPATÍAS AMILOIDES
Un amplio número de enfermedades humanas provienen del fracaso por parte de un péptido 
o de una proteína al adoptar su conformación nativa funcional (Tabla 1). El impedimento del 
plegamiento correcto de una proteína provoca una reducción de la cantidad de la misma 
disponible para desempeñar su función normal (Chiti y  Dobson, 2006), pero la patología, en la 
mayoría de estas enfermedades, se asocia con su conversión en agregados amiloides. Dichos 
agregados pueden presentar la morfología de inclusiones, placas o fibras y localizarse en el 
interior o exterior de las células. A continuación se presentan las proteinopatías con mayor 
incidencia, especificando su localización y la naturaleza del polipéptido implicado. 
Tabla 1. Priones y prionoides potenciales en enfermedades y en la Naturaleza (separados por línea 
horizontal). Proteínas involucradas en enfermedades en mamíferos y en fenotipos beneficiosos en hongos y 
bacterias pueden, al igual que la proteína PrP, experimentar auto-ensamblaje como amiloides. Sin embargo, 






La acumulación de esta proteína es la causante de las TSE, que incluyen las enfermedades 
de Creutzfeldt-Jakob, de gerstmann-straussler-scheinker, el insomnio familiar fatal y  el kurú en 
humanos, la encefalopatía espongiforme bovina (BSE) y  el prurigo lumbar en ganado ovino 
(scarpie). Todas ellas se  denominan también enfermedades priónicas (Stohr y  col., 2008). Su 
clave molecular consiste en el cambio conformacional de la proteína priónica del huésped, 
denominada PrPC, a una isoforma infectiva PrPSc (Prusiner, 1982; Prusiner, 1998). PrPC tiene un 
dominio N-terminal desordenado y  otro C-terminal globular, formado por tres hélices-α, dos 
pequeñas láminas-ß antiparalelas y  un puente disulfuro (entre la segunda y  tercera hélice). A 
través de un anclaje glicoproteico, el dominio C-terminal se inserta en la membrana externa de 
neuronas y  otras células (Harris, 1999). PrP tiene un papel pleiotrópico in vivo, habiéndose 
propuesto su participación en la homeostasis del Cu2+ y, de manera tentativa, en la modulación de 
la sinapsis y  en la adhesión celular (Cobb y Surewicz, 2009). La transición de PrPC a PrPSc puede 
darse, con baja frecuencia, in vivo de manera espontánea, por infección con partículas 
preformadas o por mutación del gen que codifica para PrP (PRNP). Esa conversión provoca 
modificaciones importantes en las propiedades biofísicas de PrPC, que pasa de ser soluble, rica 
en estructura secundaria α-helicoidal y  no infecciosa a, agregar, incrementar su contenido en 
lámina-ß y ser infecciosa (PrPSc) (Stohr y col., 2008).
Entre las mutaciones en PrP que provocan la herencia dominante de la enfermedad, se 
encuentra la expansión de un octapéptido N-terminal de alto contenido en residuos de prolina y 
glicina (PHGGGWGQ). Cinco repeticiones de esta secuencia componen el dominio OPR (dominio 
de repeticiones oligopeptídicas). Las versiones mutantes de PRNP pueden llegar a incluir de 2 a 9 
repeticiones extra en el dominio OPR (Kovacs y  col., 2002; Wadsworth y  col., 2003). Además esa 
secuencias repetidas presentan analogías con las repeticiones de priones de levaduras, lo que 
sugiere que pueden ser importantes para la propagación del prion (Tuite y col., 2010).
ii. Péptido Aß
En la enfermedad de Alzheimer están implicadas dos proteínas, el péptido Aß y  la proteína 
tau. El primero se acumula en placas amiloides, mientras que la proteína tau lo hace como fibras 
en el interior de las neuronas (Treusch y  col., 2009). La elevación en los niveles fisiológicos del 
péptido Aß, mutaciones en su precursor (APP) o en los genes de las secretasas ß y  γ (que 
proteolizan APP y generan el péptido Aß), dan lugar al comienzo de la enfermedad. La tendencia 
a agregar del péptido Aß in vitro, sugiere que la formación de fibras por Aß es la primera 
responsable de la manifestación neuropatológica de la enfermedad, aunque estudios recientes 
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demuestran que pequeños oligómeros, tras unirse a la membrana, son los causantes de la 
toxicidad de Aß (Cohen y col., 2006). 
iii. α-sinucleína
La agregación de esta proteína provoca las alteraciones neuropatológicas de la enfermedad 
de Parkinson. La α-sinucleína pertenece a la familia de proteínas intrínsecamente desplegadas y 
posee en su dominio N-terminal diversas repeticiones degeneradas de un péptido que, a través de 
interacciones α-helicoidales, median la inserción de la proteína entre los fosfolípidos de las 
membranas (Irvine y col., 2008). El dominio central de la α-sinucleína está compuesto por 
residuos hidrofóbicos que están implicados en la formación de fibras amiloides (Singleton y  col., 
2003), mientras que el dominio C-terminal se asocia con una función de chaperona, involucrado 
en solubilizar complejos de alto peso molecular (Park y col., 2002).
La α-sinucleína se acumula en inclusiones citoplasmáticas en las neuronas y  es el mayor 
componente de los agregados proteicos denominados cuerpos de Lewis. Esta proteína es un 
prionoide al actuar de manera similar a los priones: un tejido sano, injertado en el cerebro de un 
enfermo de Parkinson, adquiere con el tiempo los cuerpos de Lewis (Li y  col., 2008) pues la α-
sinucleína, tras liberarse de las neuronas, es capaz de infectar a las células vecinas, propagando 
así el estado amiloide. Esta infección supone la existencia de un mecanismo de transporte entre 
células (Angot y  Brudin, 2009) y la transmisibilidad de la estructura de lámina-ß a moléculas 
solubles de α-sinucleína (Aguzzi y Rajendran, 2009).
2.2.2. Sistémicas
La acumulación de la cadena ligera de la ß2-microglobulina (ß2m) en el suero de los 
pacientes que sufren disfunción renal es 60 veces mayor que en personas sanas. Esta situación 
promueve que se deposite en forma de fibras amiloides en los tejidos osteoarticulares, dando 
lugar a la destrucción del hueso y  a lo que se conoce como amiloidosis relacionada con diálisis 
(DRA) (Eichner y  Radford, 2011b). Muchos factores parecen incrementar la agregación in vitro de 
la ß2m y  pueden estar implicados en su amiloidosis in vivo: el Cu2+, glicosaminoglicanos, ácidos 
grasos no esterificados y  colágeno. Éstos provocan que las secuencias con tendencia a agregar 
de la proteína queden expuestas, cuando normalmente se encuentran enterradas en la estructura 
nativa (Eichner y Radford, 2011b).
La proteína SOD1 (superóxido dismutasa 1) normalmente está estructurada globularmente, 
pero mutaciones en los genes SOD1 causan la herencia dominante de la esclerosis lateral 
amiotrófica familiar (ALSf). La toxicidad de la patología está asociada con la tendencia de la 
proteína a desplegarse y  formar inclusiones en las neuronas afectadas. Ésta puede difundirse a 
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áreas próximas, debido a su secreción al medio extracelular aunque mayoritariamente se 
encuentre en el citosol (Munch y col., 2011).
La enfermedad de Huntington, está provocada por la presencia de agregados en el tejido 
cerebral formados por versiones truncadas de la proteína huntingtina (Reddy  y Housman, 1997) 
que posee expansiones de secuencias ricas en poliglutaminas (25, 47, 72 ó 123) en su dominio N-
terminal (Krobitsch y Lindquist, 2000).
Por último, cabe destacar el descubrimiento reciente de que el dominio BRICHOS de la 
preproteína del surfactante pulmonar C (proSP-C) se requiere para la inserción de éste en la 
membrana. Dicho dominio tiene actividad de chaperona, y  mutaciones en él o en su péptido de 
unión provocan depósitos amiloides del SP-C maduro en tejidos de pulmón en pacientes con ILD 
(enfermedad pulmonar intersticial). Mutaciones en el dominio BRICHOS que afectan a la actividad 
de proSP-C causan amiloidosis y su no funcionalidad como chaperona (Willander y col., 2012).
2.2.3. Agentes causantes del daño y toxicidad celulares
La presencia de depósitos proteicos altamente ordenados (fibras) puede hacer pensar que 
éstos son los agentes causantes directos de las proteinopatías amiloides. En cambio, los 
precursores de las fibras amiloides, como los oligómeros de bajo peso molecular o protofibras 
estructuradas, son las especies moleculares que parecen resultar más ser tóxicas para la célula, 
mientras que las fibras maduras parecen ser inertes (Chiti y  Dobson, 2006). Se ha descubierto 
que la forma más infectiva de la proteína del prion en mamíferos es un oligómero compuesto por 
unas 20 moléculas (Silveira y col., 2005).
La toxicidad de los agregados prefibrilares se debe a que las moléculas de proteína, al 
encontrarse parcialmente desplegadas, exponen residuos que normalmente se encuentran 
enterrados en su núcleo hidrofóbico. Los agregados pequeños tienen mayor proporción de 
residuos expuestos en sus superficies que los grandes, por lo que en el entorno celular pueden 
dirigir eventos aberrantes: interacciones inapropiadas, con metabolitos, con proteínas u otras 
macromoléculas o inserción en las membranas (Chiti y Dobson, 2006). Esto da lugar a un mal 
funcionamiento de las maquinarias celulares, afectando al transporte axonal o al balance de iones, 
provoca el secuestro de proteínas esenciales, o genera estrés oxidativo (Olzscha y col., 2011). 
Determinadas mutaciones pueden potenciar esta situación, de modo que los mecanismos de 
“control de calidad” de las proteínas, que normalmente remodelan y/o proteolizan a las que están 
mal plegadas, quedan abolidos y  sucede la agregación. Además puede existir una predisposición 
familiar (genética), o la ingesta de agregados preformados, que actúan eficazmente como moldes, 




Se ha sugerido que los oligómeros amiloides interaccionan con las membranas celulares, 
generando poros (Aß), provocando así la fuga de iones y  de pequeñas moléculas y, por otro lado 
(α-sinucleína y la huntingtina), la entrada de toxinas al citosol. Además la asociación y  el anclaje 
de los péptidos amiloides a la membrana celular puede dirigir su oligomerización y  la formación de 
poros directamente sobre ella (Aguzzi y Rajendran, 2009).
B. AMILOIDES FUNCIONALES
Por otro lado, las especies fibrilares de naturaleza amiloide pueden desempeñar funciones 
en las células, siendo fascinante su habilidad para comportarse como elementos epigenéticos 
alternativos al ADN. Los amiloides funcionales constituyen entonces ejemplos de un tercer tipo de 
determinante epigenético, además de la metilación del ADN y la heterocromatización de regiones 
del genoma, basado en la agregación de proteínas que son heredadas siguiendo una segregación 
no mendeliana (Halfman y Lindquist, 2010).
Los amiloides desempeñan papeles en procesos biológicos naturales en diversos 
organismos (Tabla 1), como por ejemplo la adhesión celular o la pigmentación de la piel. El 
fragmento proteolítico de la glicoproteína de membrana Pmel17, es requerido para la maduración 
del melanosoma y  estimula la síntesis de la melanina (Fowler y  col., 2006). También, el 
almacenaje de hormonas peptídicas se puede realizar mediante estructuras amiloides que se 
depositan en los gránulos de secreción pituitarios (Maji y  col., 2009). Un caso particular de 
amiloide funcional es la isoforma neuronal CPEB (proteína de unión al elemento de 
poliadenilación citoplasmática), que está implicada en el almacenamiento de la memoria en el 
molusco Aplysia. CPEB se ensambla como amiloide en las neuronas postsinápticas, formándose 
grandes complejos de proteína CPEB/ARN (Si y  col., 2010). Además, la proteína CPEB tiene en 
su extremo N-terminal un dominio repetitivo de alto contenido en glutaminas, semejante al de la 
huntingtina, al del prion PrP o a los priones de levaduras (Heinrich y Lindquist, 2011).
2.3. Amiloides funcionales en microorganismos
2.3.1. Bacterias: CsgA y biopelículas
En bacterias se conocen muchos ejemplos de amiloides funcionales, aunque todos son 
ensamblados en el medio extracelular. Las fibras proteicas formadas a partir de la proteína curlina, 
son utilizadas por E. coli, Salmonella thyphimurium y  otras enterobacterias para colonizar nuevos 
medios, ya que permiten la adhesión a superficies y  sustentan la formación de biopelículas (Chiti y 
Dobson, 2006). Al igual que otras estructuras amiloides, las fibras de curlina (denominadas curli) 
poseen alto contenido de estructura lámina-ß (Chapman y col., 2002). Al menos seis proteínas 
codificadas en un operón (csgBA y  csgDEFG) componen curli en E. coli. Operones homólogos se 
han encontrado en Salmonella (agfBA y  agfDEFG) (Collinson y  col., 1996), las fibras de las 
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proteínas codificadas por estos operones en S. typhimurium se denominan tafi (thin aggregative 
fimbrae). CsgA y  CsgB pueden no expresarse en la misma célula, pues el ensamblaje de curli 
sucede en el medio extracelular: mediante un proceso de complementación, CsgA puede formar 
curli en la superficie de otra bacteria de E. coli que sólo exprese CsgB. Por otro lado, el operón 
csgDEFG codifica para cuatro proteínas accesorias que son necesarias para el ensamblaje del 
curli (Hammar y  col., 1995). La regulación de su expresión génica es extraordinariamente 
compleja y  es sensible a muchas señales ambientales (Gerstel y  Romling, 2003). Se ha descrito 
que RpoS, el factor sigma de la fase estacionaria, juega un papel en la expresión génica de los 
mismos (Arnqvist y  col., 1994). Un segundo ejemplo se encuentra en la bacteria filamentosa 
Streptomyces coelicolor, que produce una hifa aérea con superficie hidrofóbica amiloide, 
permitiendo la dispersión eficaz de las esporas. Las proteínas secretadas que forman ese 
ensamblaje amiloide son las chaplinas y también forman fibras in vitro (Epstein y Chapman, 2008). 
La bacteria Klebsiella pneumoniae produce la proteína microcina E492 (bacteriocina). Ésta 
es un péptido pequeño citotóxico que tiene propiedades amiloides (Arranz y  col., 2012) y que es 
capaz de matar a las enterobacterias, ya que forma poros en sus membranas citoplasmáticas 
(Destoumieux-Garzon y  col., 2003). La microcina E492 tiene su máximo de actividad en la fase 
exponencial y, aunque su síntesis no se interrumpe, desaparece en la fase estacionaria ya que se 
ensambla en fibras amiloides (Raffen y  col., 1999). En el caso de las harpinas, éstas son 
proteínas secretadas por bacterias fitopatógenas y  se ensamblan formando amiloides que 
desestabilizan la membranas e inducen la muerte celular de la planta (Oh y col., 2007). 
Por último, cabe destacar que hasta la fecha no se han encontrado priones citoplasmáticos 
en bacterias. Sin embargo, E. coli puede permitir la replicación en su interior del prion [PSI+] de 
levaduras (Garrity y col., 2010).
2.3.2. Hongos: priones en levaduras [PSI+]
Existen decenas de priones en levaduras que han sido conservados a través de la evolución 
(Alberti y  col., 2009). Éstos confieren cierta ventaja selectiva ante determinadas condiciones 
fisiológicas y  no son deletéreos para la célula (Chien y  col., 2004; Shorter y  Lindquist, 2005; 
Wickner y  col., 2007). Debido a la transmisión por contacto del cambio conformacional, a su auto-
ensamblaje y posterior fragmentación en propagones, las proteínas priónicas son elementos 
heredables de célula madre a hija y pueden producir fenotipos nuevos y  estables. Los priones de 
hongos más estudiados han sido los formados por las proteínas Sup35p y  Ure2p, Rnq1p en 
Saccharomyces cerevisiae y HET en Podospora anserina. 
La proteína Sup35p está involucrada en el reconocimiento de codones stop durante la 
traducción de los ARNm. Sup35p es el factor de terminación traduccional (eRF3) que actúa 
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uniéndose al eRF1 (Sup45p) (Figura 4). La conversión del estado soluble de Sup35p [psi-] al 
estado agregado priónico [PSI+] causa la reducción de la actividad de terminación (Wickner y  col., 
1995; Patino y  col., 1996) y  la lectura corrida de los codones stop, de modo que los agregados 
pueden generar fenotipos beneficiosos en algunas ocasiones (Eaglestone y  col., 1999; True y  col., 
2004). Otro prión es el formado por Ure2p, un inhibidor de Gln3 que es un factor transcripcional 
que reprime a los genes involucrados en metabolizar fuentes pobres de nitrógeno cuando fuentes 
más eficientes están presentes en el medio (Lian y  col., 2006). Cuando Ure2 cambia de su estado 
soluble no priónico [ure-o] a su estado agregado [URE3+], la actividad de Ure2 está impedida y 
provoca la expresión génica (Wickner, 1994). Con respecto a Rnq1p no se conoce su función 
exacta, pero influye sobre otras proteínas priónicas, como por ejemplo Sup35p, para que alcancen 
el estado priónico (Derkatch y  col., 1996; Wickner y  col., 2001). Esta actividad se manifiesta 
cuando Rnq1p se encuentra en su forma agregada [RNQ+], que, junto a otros priones (como el 
formado por New1p), determinan el factor inducible llamado PIN. PIN promueve la formación del 
prion [PSI+]. Estas tres proteínas tienen en común la composición aminoácidica de la región que 
determina el carácter priónico: Sup35p y  Ure2p presentan un alto porcentaje de residuos de 
glutamina y  asparagina, al igual que Rnq1p, pero distribuidos a lo largo de toda su secuencia 
(Ross y col., 2005b).
Figura 4. Bases moleculares de la propagación de [PSI+] en S. cerevisiae. (A) El determinante proteico del 
prion [PSI+] es la proteína Sup35p. Cuando ésta se encuentra en estado soluble, es activa y se une a 
Sup45p  (naranja) en las células [psi-] (izquierda), mientras que en las células [PSI+], se encuentra insoluble 
en forma de agregados de alto peso molecular y es inactiva (derecha). La inactivación de Sup35p  causa la 
lectura corrida de los codones stop y provoca cambios fenotípicos. (B) Se representa un esquema de los 
dominios de Sup35p  (izquierda) junto con la secuencia primaria del dominio N, con las 5.5 repeticiones 
oligopeptídicas (OPR) recuadradas en rojo (derecha). Imagen tomada de Tessier y Lindquist (2009).
La proteína HETs está implicada en la incompatibilidad heterocarionte de P. anserina 
(Coustou y  col., 1999): para prevenir la fusión de estirpes de hongos con diferentes genomas, el 
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cambio del estado soluble no priónico [het-s] a su estado priónico [Het-s] facilita la muerte 
programada de ciertas fusiones incompatibles. Esta proteína también posee una región formadora 
de prion en su dominio C-terminal, pero no es rica en los aminoácidos característicos de los 
priones en levaduras (Ross y col., 2005b).
Otros priones se han descubierto recientemente en S. cerevisiae, como por ejemplo [SWI+], 
[MOT3], [MCA], [OCT+], y  también nuevos fenotipos con herencia no mendeliana en 
Schizosaccharomyces pombe y  P. anserina que pueden estar basados en estados priónicos. 
Muchos de ellos han sido identificados mediante análisis de secuencia del genoma en levaduras y 
otros organismos (Alberti y  col., 2009), sacando partido de la particularidad de las secuencias 
ricas en Q  y  N, característica de los priones de levaduras. No obstante, podría haber otros priones 
que, al igual que HETs, no posean tales secuencias, por lo que no han podido ser identificados 
hasta ahora.
Sup35p/[PSI+] ha sido el más estudiado de los priones de levadura y  ha aportado 
información sobre las bases moleculares de la conformación amiloide, el polimorfismo estructural 
y  la transmisibilidad (Tessier y Lindquist, 2000). Su composición aminoacídica inusual divide a 
Sup35p en tres dominios (Figura 4): i) un dominio N-terminal (N) que es rico en residuos polares 
sin carga (Liu y  Lindquist, 1999), dividido a su vez en una región N-terminal rica en G/Q y una 
región con 5.5 repeticiones oligopeptídicas (OPR) imperfectas de la secuencia PQGGYQQYN. 
Esta secuencia recuerda a las repeticiones presentes en PrP (Ter-Avanesyan y  col., 1994; Parham 
y  col., 2001). La conformación nativa desestructurada de este dominio gobierna la formación de 
los núcleos (primordios amiloides) del prion. ii) La región central (M) altamente cargada, rica en 
residuos de lisina (18.5%) y glutamato (17.7%), solubiliza la proteína y promueve el estado no 
priónico soluble (Liu y  col., 2002). Las regiones N y  M gobiernan la habilidad de Sup35p de existir 
en dos estados, amiloide y  soluble, y  componen el dominio formador de prion (PrD) (Glover y  col., 
1997), que no se requiere para la funcionalidad de Sup35p  como terminador traduccional (Ter-
Avanesyan y  col., 1993). Las secuencias primarias de estas regiones no están conservadas 
evolutivamente, aunque las proteínas Sup35p homólogas en otras levaduras contienen también 
expansiones polipeptídicas de longitud variable (Serio y  Lindquist, 1999). iii) El dominio globular C-
terminal confiere la actividad de terminación de la traducción y  contiene cuatro sitios putativos de 
unión a GTP (Ter-Avanesyan y  col., 1994; Liu y  col., 1999; Parham y  col., 2001), estando 
conservada evolutivamente (Serio y col., 2000). 
Reed Wickner sugirió que Sup35p era capaz de provocar cambios fenotípicos heredables en 
levaduras vía un mecanismo basado exclusivamente en una proteína, siguiendo el mismo 
principio acuñado para PrP (Wickner, 1994; Wickner y  col., 1995). Estudios genéticos, bioquímicos 
y  celulares posteriores demostraron esta hipótesis y  establecieron sus bases moleculares 
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(Chernoff y  col., 1995; Glover y  col., 1997). Ensayos de sedimentación diferencial demostraron 
que Sup35p, en células lisadas con fenotipo [PSI+], se encuentra en la fracción del sedimento, 
mientras que en las células [psi-] se localiza en el sobrenadante (Patino y  col., 1996; Paushkin y 
col., 1997), indicando pues que el estado agregado de Sup35p es el determinante del fenotipo 
[PSI+]. La expresión de esta proteína fusionada a GFP permite monitorizar su dinámica en las 
células. La fluorescencia es difusa en las células [psi-], mientras que la proteína agrega formando 
focos en las células [PSI+] (Patino y  col., 1996). El análisis in vitro de la proteína Sup35p purificada 
muestra que ésta existe en dos estados, uno de los cuales (el agregado) es capaz de dirigir el 
cambio conformacional de moléculas solubles a aquél mismo estado, formando fibras amiloides 
(Glover y  col., 1997; King y col., 1997; Glover y  Lindquist, 1998). De hecho, se pueden generar 
priones sintéticos in vitro, por ensamblaje de Sup35p, o de fragmentos NM, cuyas fibras amiloides 
pueden propagar el estado priónico al ser transfectadas (Shorter y Lindquist, 2005). Esta 
conversión de un estado funcional a un estado agregado fundamente la naturaleza molecular del 
prion [PSI+].
Por último, el fenotipo [PSI+] se puede monitorizar también por ensayos con los genes 
reporteros ADE1 o ADE2. Éstos se basan en el crecimiento y  coloración de las colonias de S. 
cerevisiae que portan alelos ade1 o ade2 deficientes (presentan un codón sin sentido/stop en 
medio de sus ORF). Cuando se reprime la vía de síntesis de la adenina (por terminación 
prematura de la traducción de las proteínas Ade1p o Ade2p), el intermediario previo de la ruta no 
es procesado y  se acumula. Este compuesto posee una coloración roja intensa produciendo una 
tonalidad de ese color en las colonias de levaduras. En las células [psi-], Sup35p se encuentra 
soluble, media la terminación prematura de la traducción y  da lugar a la mencionada coloración 
roja. Por el contrario, en las células [PSI+], Sup35p se encuentra en el estado no funcional 
agregado priónico, por lo que se produce entonces una lectura corrida del codón stop, dando lugar 
a colonias blancas o con una coloración rosada (Wickner y  col., 2007). Estos fenotipos son 
fácilmente reconocibles y, además, también se pueden monitorizar por medio del crecimiento o no 
en medios carentes de adenina. El fácil reconocimiento de los dos estados conformacionales de la 
proteína Sup35p permite utilizar el sistema priónico de levaduras [PSI+] como modelo para 
explorar el potencial amiloidogénico de secuencias heterólogas y, asimismo, caracterizarlas 
mediante el ensayo arriba descrito (Parham y  col., 2001; Tank y  col., 2007; von der Haar y  col., 
2007).
2.4. Otros agregados parcialmente amiloides
La naturaleza amiloide es común en muchos agregados de proteínas, pero existen otros 
mecanismos de agregación cuyas proteínas se disponen de una manera ordenada sin adoptar (al 
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menos no de una manera exclusiva) una estructura en lámina ß-cruzada (Bennett y  col., 2006; 
Eisenberg y  col., 2006). Uno de tales ensamblajes, ordenado a la vez que rápido, es el de la seda 
de los artrópodos (fibroína), cuyo contenido estructural variable incluye desde hélices-α a láminas-
ß y  ß-amiloides. Otro son los agregados de aspecto amorfo generados por estrés térmico o por 
concentración elevada de una proteína sobreexpresada, que al presentar cierto grado de 
contenido amiloide serán tratados con mayor detalle a continuación (Wang y col., 2010b).
2.4.1. Agregados intracelulares bacterianos: cuerpos de inclusión
Las proteínas cuando son expresadas en bacterias, a menudo agregan en forma de cuerpos 
de inclusión, que también pueden ser consecuencia del estrés térmico (Villaverde y  Carrió, 2003; 
de Groot y  col., 2009). La agregación en bacterias en forma de cuerpos de inclusión ocurre como 
un proceso reversible, mediado por una maquinaria celular específica. Los cuerpos de inclusión 
son estructuras dinámicas, que transitoriamente acumulan cadenas parcialmente 
desnaturalizadas de proteínas inestables para que puedan ser posteriormente procesadas, bien 
sea replegadas o proteolizadas. Las proteínas en los cuerpos de inclusión no son colecciones 
amorfas de proteínas desnaturalizadas, y pueden presentar estructuras amiloides (Wang y col., 
2008) y/o mantener en buena medida su conformación nativa, por lo que pueden ser funcionales 
(Villaverde y  Carrió, 2003). Aun así, la estructura fibrilar en ellas no es obvia, pues las inclusiones 
se forman también por la deposición irregular de otras proteínas, como chaperonas y 
componentes ribosómicos e incluso ácidos nucleicos. Las proteínas también se pueden acumular 
formando cuerpos de inclusión debido a mutaciones o por errores en la transcripción o traducción, 
pudiendo pues agregar fuera de las condiciones de estrés (Mogk y col., 2003). En E. coli, hasta un 
1.5-3% de las proteínas totales citosólicas pueden agregar y  las inclusiones individuales pueden 
contener de 2.400 a 16500 moléculas de proteína. Cualitativamente, entre 15 y  200 proteínas 
distintas son vulnerables a la desnaturalización térmica y agregación (Winkler y col., 2010).
Los cuerpos de inclusión se acumulan en las bacterias normalmente en número reducido (1 
ó 2 por célula) y  en posición subpolar o central (Figura 5.A). Sufren una herencia asimétrica en la 
división y  se acumulan en uno de los polos preexistentes, conllevando una disminución de la 
proliferación celular (envejecimiento) con respecto a la células que heredan los dos polos nuevos. 
Esto indica que las bacterias son capaces de segregar las proteínas dañadas a expensas del 
envejecimiento individual, para permitir así la perpetuación de la población (Figura 5. A) (Lindner 
y col., 2008).
En E. coli la disposición de los agregados en el polo viejo se realiza a través de un 
mecanismo que no está muy  claro. De hecho, existen opiniones opuestas al respecto, pues 
mientras algunos estudios apoyan que la distribución está dirigida por un mecanismo activo 
(Rokney y  col., 2009), otros sostienen que ocurre a través de un mecanismo pasivo impuesto por 
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la oclusión del nucleoide, que sería suficiente para dirigir el destino de los agregados (Winkler y 
col., 2010).
Figura 5. Esquema de la distribución asimétrica de las inclusiones de proteínas agregadas en E. coli (A) y 
en S. cerevisiae (B). (A) Las inclusiones en E. coli se localizan en el polo viejo de las células y se mantienen 
en él. Las células que las portan presentan una reducción de su tasa de crecimiento. La exclusión de los 
agregados por el nucleoide parece dirigir su distribución intracelular. (B.1) Las células de levaduras poseen 
dos compartimentos de “control de calidad” para la deposición de proteínas: el compartimento yuxtanuclear 
(JUNQ) y el depósito de proteínas insolubles perivacuolar (IPOD). Proteínas solubles, desplegadas y 
ubiquitiniladas se disponen en el JUNQ, mientras que proteínas insolubles y agregados térmicos pueden 
acumularse en el IPOD. Alteraciones en el citoesqueleto perturban la localización de ambos 
compartimentos. (B.2) Grandes agregados de proteínas carboniladas y agregados inespecíficos se 
mantienen en la célula madre durante la división celular. Los filamentos de actina, el polarisoma y la 
chaperona Hsp104 son requeridos para la distribución asimétrica de aquéllos, que se lleva a cabo mediante 
la asociación de los agregados a los cables de actina a través de Hsp104, reteniéndolos así en la célula 
madre. La herencia asimétrica de las proteínas dañadas es una estrategia para no lastrar la división de la 
progenie (rejuvenecimiento). Esquema adaptado de Tyedmers y col. (2010).
2.4.2. Deposición de agregados proteicos en levaduras
Cuando células de la levadura S. cerevisiae se someten a estrés térmico, los focos de 
proteínas agregadas de distintos tamaños se dispersan a lo largo del citoplasma y  del núcleo y  no 
existe una compartimentalización específica para este tipo de agregados que, por otra parte, 
pueden ser reactivados por chaperonas (Parsell y col., 1994).
Las proteínas que no están plegadas en la forma nativa incluyen proteínas que poseen daño 
oxidativo, otras que se marcan por ubiquitinización para su degradación y  proteínas 
amiloidogénicas como los priones (Tyedmers y  col., 2010a). El patrón de distribución de los 
agregados es diverso y existen varias maneras de organizarlos, pues se han descubierto dos 
compartimentos celulares donde pueden localizarse (Kaganovich y  col., 2008). Uno de ellos, 
denominado JUNQ, es adyacente a la membrana nuclear y  acumula proteínas desnaturalizadas 
que están ubiquitiniladas y son pues potenciales sustratos para la degradación proteolítica. JUNQ 
es un compartimento móvil en el citoplasma. El segundo compartimento se encuentra adyacente a 
la vacuola y se denomina IPOD (Figura 5.B.1). Contiene agregados terminales, proteínas 
insolubles y amiloidogénicas, incluyendo priones como [RNQ+], [URA3+] y  [PSI+] (Tyedmers y  col., 
2010b). Cuando las proteínas desnaturalizadas terminales no son transferidas a los protesomas, 
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se depositan en el compartimento IPOD de manera permanente, donde también se acumulan 
proteínas dañadas por oxidación. La disposición de los agregados en este compartimento dirige 
su herencia asimétrica, debido a la polaridad de la localización del IPOD (Tyedmers y  col., 2010b), 
que es retenido por la célula madre durante la división. Parece que este proceso implica al 
citoesqueleto de actina (Aguilaniu y  col., 2003) y  a la chaperona Hsp104. Esta última está 
involucrada en establecer la polaridad mediando la interacción de los agregados con los 
componentes de la maquinaria citoesquelética de la división (polarisoma y  anillo de septina) 
(Figura 5.B.2), lo que sugiere que existe una conexión entre la formación de las yemas y el 
sistema de control de calidad de los agregados de proteínas (Tessarz y col., 2009). Ambos 
compartimentos también se han identificado en células de mamífero (Kaganovich y col., 2008).
3. FACTORES MODULADORES DE LA AMILOIDOGÉNESIS DE PROTEÍNAS
3.1. Chaperonas
Las chaperonas intervienen en el plegamiento de proteínas agregadas y  de proteínas 
plegadas incorrectamente. Además, estabilizan a los intermediarios proteicos que forman parte de 
complejos macromoleculares, siendo así componentes principales de la maquinaria de control de 
calidad de las proteínas celulares (Mayer, 2010; Tyedmers y col., 2010a). También están 
directamente implicadas en la amiloidogénesis de proteínas. Las chaperonas se clasifican en 
diferentes familias de acuerdo con su secuencia, estructura 3D y naturaleza funcional y  son 
proteínas que se expresan en elevados niveles en todo tipo de células, no sólo bajo condiciones 
de estrés.
3.1.1. Chaperona DnaK
i. Mecanismo de acción de Hsp70 
Las chaperonas asisten al plegamiento nativo de un 10-20%  de las proteínas en las 
bacterias. El plegamiento eficiente por parte de la chaperona Hsp70 de E. coli, DnaK, se 
correlaciona con el tamaño de la proteína sustrato (Bukau y  col., 2000). Del mismo modo, DnaK 
sola es eficiente en solubilizar y  plegar agregados por debajo de 10 moléculas; agregados de 
mayor tamaño sólo pueden ser parcialmente solubilizados por ésta, incluso cuando se encuentra 
en exceso (Diamant y  col., 2000). Por el contrario, en presencia de la disgregasa ClpB (Hsp104) 
los grandes agregados se solubilizan más eficientemente, sobre todo cuando ambas chaperonas 
se encuentran en cantidades estequiométricas (Mayer y Bukau, 2005).
La familia de las Hsp70s es ubicua filogenéticamente y  está formada por dos dominios 
especializados, acoplados alostéricamente a través de una región conectora intermediaria: el N-
terminal, que es el dominio de unión al ATP (NBD), y el C-terminal, que es el dominio de unión al 
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sustrato (SBD). Este último está formado por un subdominio de unión al péptido sustrato y  otro 
subdominio (o “tapadera”) α-helicoidal. Hsp70 desempeña el papel funcional central pero actúa 
coordinadamente con dos tipos de cofactores proteicos que (i) se unen previamente a los 
sustratos adecuados, estimulando la hidrólisis de ATP en el dominio NBD de Hsp70 (Hsp40 o 
dominios J) (Jiang y col., 2007); y  (ii) fomentan el intercambio de ADP por ATP tras la hidrólisis de 
nucleótidos (factores de intercambio de nucleótidos, NEFs) (Harrison y  col., 1997; Polier y  col., 
2008; Schuermann y  col., 2008). El ciclo funcional de Hsp70 (Mayer y  col., 2000; Moro y  col., 
2006; Swain y  col., 2007) comienza con el cierre del subdominio tapadera del SBD, unido al 
segmento peptídico hidrofóbico del sustrato que, junto con Hsp40, dirige la hidrólisis de ATP en el 
dominio NDB y  las translaciones estructurales en el sustrato. A continuación, se produce el 
desplazamiento del ADP residual (llevado a cabo por NEF) y  la apertura de la tapa del dominio 
SDB que, tras unirse alostéricamente una nueva molécula de ATP en el NBD, libera el sustrato y 
se cierra con ello el ciclo. La fase limitante y  lenta de dicho ciclo es el cierre de la tapadera del 
SDB cuando se une al sustrato, mientras que la fase de equilibrio de unión/intercambio de ATP es 
rápida. De modo que el estado unido a ATP posee baja afinidad por el sustrato y  rápido 
intercambio, mientras que el estado generado tras la hidrólisis del nucleótido a ADP posee alta 
afinidad por el sustrato y  baja tasa de intercambio. Este mecanismo molecular ha sido estudiado 
también en detalle en Hsp70 homólogas, que presentan diferencias en sus ciclos, lo que conlleva 
implicaciones en su actividad (Mayer y Bukau, 2005).
Las chaperonas son pues maquinarias macromoleculares que convierten la energía libre de 
la unión e hidrólisis de ATP en movimientos interdominios, que son transducidos a los sustratos 
(proteínas unidas), que resultan en el plegamiento/desplegamiento, ensamblaje/disgregación o 
degradación proteolítica de los mismos (Bukau y col., 2006).
ii. Hsp104 y acción conjunta con Hsp70 en la disgregación
Para la solubilización de los agregados, las Hsp104 no interaccionan con peptidasas para 
llevar a cabo su función, si no que lo hacen con Hsp70. El dominio M de Hsp104 y  Hsp70 tienen 
papeles esenciales, ya que proveen la fuerza que facilita la extracción de proteínas desplegadas 
de los agregados (Weibezahn y col., 2005). Para contrarrestar la agregación de proteínas, dos 
tipos de chaperonas actúan coordinadamente: la triada Hsp70-Hsp40-NEF y  la disgregasa 
hexamérica Hsp104 (Figura 6) (Glover y  Lindquist, 1998; Goloubinoff y col., 1999). Gracias a la 
unión e hidrólisis de ATP ambas chaperonas pueden desensamblar los amiloides, cuyo producto 
final son proteínas solubles, monoméricas y  menos tóxicas. Hsp70 asistida por sus dos 
cofactores, extrae oligómeros a partir de los grandes agregados y, uniéndose a la entrada del 
canal axial del hexámero de Hsp104, presenta los péptidos desplegados parcialmente a esta 
última chaperona (Zietkiewicz y  col., 2006; Haslberger y  col., 2010). Las proteínas son entonces 
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desnaturalizadas e introducidas dentro del anillo de Hsp104 por un ciclo ATPásico, que genera un 
desplazamiento vectorial del sustrato impulsado por residuos de tirosina que se encuentran en los 
dos dominios AAA+ a la par que se torsiona el dominio coiled-coil (M) de Hsp104. Este 
movimiento coordinado en el que Hsp70 actúa como cofactor, a través de su unión a los dominios 
M y AAA+, extrae una cadena de proteína individual a partir del sustrato oligomérico (Figura 6) 
(Tyedmers y col., 2010a).
Figura 6. Detalle del mecanismo de disgregación del sistema bichaperona Hsp104-Hsp70. (A) El complejo 
de Hsp70 y su cochaperona Hsp40 interacciona con los agregados. La unión a Hsp70-40 tiene dos 
funciones, primero restringe el acceso de proteasas a los agregados y segundo, permite la transferencia del 
sustrato a la disgregasa Hsp104. (B) Esta transferencia requiere el contacto físico entre las chaperonas o la 
exposición de regiones del agregado, que se unen a ClpB/Hsp104. La disgregación está regulada por la 
desnaturalización e introducción de la cadena polipeptídica en el canal. La unión e hidrólisis de ATP es lo 
que causa el cambio conformacional que, generando una fuerza de tracción, dirige el desplazamiento del 
sustrato a través del hexámero Hsp104. Figura adaptada de Tyedmers y col. (2010).
El ortólogo bacteriano de Hsp104, ClpB, también promueve la disgregación de proteínas 
bajo estrés térmico y  está implicada en la disgregación de los cuerpos de inclusión (Carrió y 
Villaverde, 2005). La actividad remodeladora en Hsp104 no está tan conservada como en ClpB, 
aunque está descrito que ha sido no es capaz de disgregar amiloides (Shorter y  Lindquist, 2004; 
Tipton y  col., 2008; Garrity  y col., 2010). El mecanismo de disgregación, a través de la extracción 
de polipéptidos de los agregados y  reactivación, es similar en ambas. Para realizar esta actividad, 
ClpB trabaja en colaboración con la chaperona Hsp70, DnaK (Doyle y Wickner, 2009). En E. coli la 
disgregación es llevada a cabo por la actividad ATPásica de chaperonas en la que DnaK es 
protagonista, asistida por DnaJ, GrpE, ClpB y  GroEL (Ben-Zvi y  Goloubinoff, 2001). DnaK 
interacciona con el sustrato a través de residuos hidrofóbicos expuestos en los agregados 
(Goloubinoff y  col., 1999) y  se lo presenta al canal de procesamiento de ClpB (Figura 6). Ésta 
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utiliza, al igual que Hsp104, una actividad ATP-dependiente para la remodelación (Haslberger y 
col., 2010).
3.1.2. Prion [PSI+]: chaperonas Hsp70 y Hsp104
El amplio estudio del prion de levaduras [PSI+] ha permitido conocer en detalle el papel de 
las chaperonas en la generación y  mantenimiento de los priones. En levaduras, Hsp104p puede 
por sí sola, desorganizar las fibras amiloides de Sup35p y  generar propagones transmisibles 
(Figura 7) (Shorter y  Lindquist, 2004; 2006), aunque lo hace más eficientemente cuando Hsp70, 
actúa coordinadamente junto con sus cochaperonas Hsp40, Sis1p o Ydj1p (Shorter y  Lindquist, 
2008; Newnam y  col., 2011). Altos niveles de Hsp104p conllevan la pérdida del prion [PSI+], pues 
se altera el balance entre Hsp70-Hsp104 y  no se produce la fragmentación necesaria para que los 
agregados se transmitan en la división celular. El fenómeno de pérdida del prion se llama 
“curación” (Shorter y  Lindquist, 2004), término que proviene de la denominación clásica para la 
pérdida de plásmidos en bacterias. Asimismo, se ha visto que Hsp104p (ver apartado 
Introducción 2.4.2) está involucrada en el control de la distribución asimétrica de los agregados 
en la división (Erjavec y col., 2007; Tessarz y col., 2009).
Figura 7. Modelo de acción de Hsp104. Hsp104 es capaz de escindir los priones de levaduras generando 
propagones. En presencia del ATP, Hsp104 interacciona con las fibras vía exposición de fragmentos 
desplegados. Por analogía con el mecanismo de acción de Hsp104 para otros sustratos, se muestra que el 
segmento promotor se extrae de la fibra por desnaturalización, se introduce en el canal de Hsp104 y se 
libera utilizando la energía de la hidrólisis del ATP. El resultado final genera nuevos primordios, multiplicando 
así los extremos disponibles, que serán nuevos moldes para el crecimiento de las fibras. Figura adaptada 
de Doyle y col. (2009).
En levaduras existen dos subfamilias de genes parálogos HSP70 (SSA1-4 y  SSB1-2) que 
codifican seis proteínas con alta similitud estructural y que poseen sutiles diferencias funcionales 
(Allen y col., 2005; Albanèse y  col., 2006). La existencia de tantas HSP70 isogénicas hace que las 
evidencias sobre el papel de las chaperonas sean divergentes y, en muchos casos, conflictivas. 
Mientras que Ssa1-2p se expresan constitutivamente, Ssa3-4p lo hacen bajo condiciones de 
estrés. Éstas últimas promueven la amiloidosis de Sup35p, la cual se convierte en prion [PSI+]. 
Por otro lado, Ssb1-2p ayudan al plegamiento nativo de la proteína Sup35p según es sintetizada 
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en los ribosomas (Newnam y  col., 1999; Allen y  col., 2005; Albanèse y  col., 2006). Cuando se 
sobreexpresa Hsp104p, las subfamilias Ssa y  Ssb tienen funciones opuestas, pues la primera 
promueve la amiloidosis del prion, mientras que la segunda no: Ssa estabiliza la forma 
desplegada de Sup35p que es competente para la formación del prion, mientras que Ssb 
promueve el plegamiento de Sup35p a una conformación no priónica, o la etiqueta para la 
degradación (Greenwald y  Riek, 2010). Sin embargo, la sobreexpresión de Ssa1-2p puede 
terminar por eliminar el prion [PSI+] ya que incrementa el tamaño de los agregados dificultando así 
su transmisión (Mathur y col., 2009). 
Cuando se realizan estudios similares en otros priones, como [URE3+], también emergen 
diferencias con las actividades descritas para los componentes de las subfamilias de chaperonas 
(Sharma y col., 2011). Al igual que [URE3+], otros priones de levaduras también requieren de la 
actividad de Hsp104 para su propagación pero, a diferencia de [PSI+], no son eliminados cuando 
se sobreexpresa Hsp104p (Newnam y col., 2011).
Las chaperonas Hsp70 parecen actuar primeramente sobre la compactación del ensamblaje 
amiloide y después presentan las regiones péptidicas reclutadas a la chaperona Hsp104 (Tipton y 
col., 2008). El balance entre las actividades de la disgregasa Hsp104p y  la chaperona Hsp70 es 
pues el responsable de mantener el tamaño y  el número correcto de los núcleos fibrilares para la 
propagación, imprescindibles para la infectividad del prion. El papel proteostático de las 
chaperonas demuestra la importancia del equilibrio entre la expresión de las proteínas 
amiloidogénicas y su plegamiento (Greenwald y Riek, 2010).
3.1.3. Hsp70 y Hsp104 en proteinopatías amiloides
Los metazoos, en cambio, no poseen un homólogo de Hsp104, por lo que el mecanismo por 
el cual estas células neutralizan los grandes agregados proteicos queda todavía por esclarecer. 
Muchas proteínas de la familia AAA+ han sido propuestas para dicha función, como por ejemplo la 
proteína p97, que parece actuar como disgregasa e incluso regula el desplegamiento amiloide, 
actuando entonces como chaperona molecular, de modo que previene la agregación de manera 
similar a Hsp104 (Kobayashi y  col., 2007). Además, puede colaborar con las chaperonas Hsp70 y 
Hsp40 para plegar confórmeros desnaturalizados solubles (Shorter, 2011). Sin embargo, no 
existen evidencias plenamente convincentes. Asimismo, se ha establecido que Hsp110, la 
chaperona que actúa como el factor intercambiador de nucleótidos (NEF) de Hsp70, es necesaria, 
y  coopera en la disgregación y  reactivación de agregados en el citosol de mamíferos (Shorter, 
2011). En cambio, como se expone a continuación, la mayor parte de las evidencias descritas 
hasta la fecha apuntan a que Hsp70 es la chaperona más importante en la disgregación de los 




En las enfermedades causadas por proteínas con poliglutaminas (poliQ) se ha descrito que 
Hsp70 y  Hsp40 actúan en la solubilización in vitro de los agregados de fragmentos de huntingtina, 
que poseen expansiones de poliQ. A través de un mecanismo dirigido por ATP, Hsp70 genera 
agregados amorfos y  solubilizables por detergentes. La expresión de estas chaperonas en 
levaduras impide la formación de grandes agregados de poliQ. Asimismo, se ha descrito que 
aumentos de la expresión de Hsp70 y  Hsp40 pueden suprimir la neurodegeneración mediada por 
proteínas con poliQ en Drosophila, sin impedir la agregación de las mismas (Warrick y  col., 1999). 
Hsp70 y  Hsp40 cooperan para unirse a fragmentos hidrofóbicos de polipéptidos desplegados de 
una manera ATP-dependiente, liberándolos tras la hidrólisis del ATP (Bukau y  Horwich, 1998). 
Ambos suprimen la neurodegeneración retrasando la acumulación de los agregados amiloides y 
de sus precursores (Muchowski y  col., 2000), protegiendo así a las células frente a las formas 
tóxicas de poliQ (Muchowski y col., 2000). 
ii. Tau
Los miembros de la familia de Hsp70 son inhibidores potentes de la agregación de tau in 
vitro, uniéndose preferentemente a los oligómeros de dicha proteína, impidiendo la formación de 
fibras maduras e intermediarios oligoméricos. Esto previene el efecto tóxico de tau en el 
transporte axonal. Hsp70 interacciona con tau a través de dos regiones hidrofóbicas de la proteína 
que se encuentran más expuestas en los agregados prefibrilares y  son además regiones 
esenciales para la agregación de tau (Patterson y  col., 2011). Hsp70 no puede actuar sobre los 
agregados preexistentes, pues éstos son muy  estables y  su región hidrofóbica esta 
mayoritariamente enterrada en la fibra, por lo que Hsp70 difícilmente puede revertir el cambio 
conformacional una vez que ha ocurrido: Hsp70 actúa por lo tanto impidiendo el cambio al estado 
conformacional amiloide que resultará en fibras. No obstante, las cochaperonas (Hsp40 y  Hsp90) 
aumentan la actividad de Hsp70 in vivo (Langer y  col., 1992), secuestrando a tau de modo que la 
alejan de la vía de agregación. 
iii. α-sinucleína
También se ha descrito que Hsp70 inhibe el ensamblaje amiloide de la α-sinucleína in vitro. 
Con cantidades subestequiométricas de la proteína Hsp70 purificada y  en ausencia de cofactores, 
se ha visto que la interacción entre ambos se realiza a través del dominio de unión a sustrato de 
Hsp70 y el núcleo hidrofóbico de α-sinucleína. Se ha visto también que Hsp70 reconoce las 
especies solubles de la α-sinucleína de una manera muy  dinámica y  reversible, de modo que 
impide la agregación de la α-sinucleína, que conserva su estado monomérico tras la exposición a 
Hsp70 (Luk y  col., 2008). También in vitro Hsp70 puede impedir el ensamblaje fibrilar de la misma 
(Dedmon y  col., 2005), inhibiendo las capacidades de nucleación y  elongación de las especies 
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prefibrilares y  fibras, respectivamente (Luk y  col., 2008). Se ha descrito que elevados niveles de 
Hsp70 reducen la acumulación y  toxicidad de α-sinucleína en ratón y  Drosophila (Auluck y  col., 
2002; Klucken y col., 2004), ya que la chaperona desestabiliza las especies tóxicas en la célula. 
iv. Péptido Aß
El papel de Hsp70 también parece determinante en la enfermedad de Alzheimer. La 
sobreexpresión de Hps70 provee citoprotección frente al péptido Aß, inhibiendo su 
oligomerización o estimulando su fagocitosis (Miners y  col., 2008). La sobreexpresión de HSP70 
en ratón suprime el fenotipo patogénico y  funcional de la enfermedad (déficit cognitivo, 
aprendizaje espacial y memoria), a través de un efecto de antiagregación y neuroprotección. Se 
ha propuesto que la sobreexpresión de HSP70 activa a la microglia, lo que conlleva la disminución 
del péptido Aß. Además, la actividad de antiagregación se ha propuesto in vitro (Muchowski y 
Wacker, 2005; Yoshiike y  col., 2008): Hsp70/40 y  Hsp90 bloquean el ensamblaje del péptido Aß en 
cantidades subestequiométricas (1:50) a través de un proceso mediado por ATP. La acción de 
estas chaperonas recae sobre los oligómeros y no en las fibras, por lo que suprimen las etapas 
tempranas del autoensamblaje (Evans y  col., 2006). En muchos modelos de enfermedades 
neurodegenerativas se ha propuesto el potencial terapéutico beneficioso de Hsp70 (Yamashita y 
col., 2010; Hoshino y col., 2011).
3.1.4. Transmisibilidad molecular
La variante agregada oligomérica de la proteína PrP promueve la transformación 
conformacional de PrPC al estimular el desplegamiento parcial de ésta cuando se incorpora al 
amiloide PrPSc (Collinge y Clarke, 2007). Este mecanismo, válido también para los priones en 
levaduras, hace incrementar progresivamente el tamaño de los agregados del prion. Pero la 
polimerización de los complejos no puede sustentar por sí misma el aumento exponencial de los 
niveles de infección durante el transcurso de la enfermedad, ni la estabilidad mitótica del prion 
durante la propagación (Tuite y  Serio, 2010). Los modelos matemáticos de la propagación de 
priones sugieren que tiene que existir, además de la polimerización de los primordios, una 
fragmentación del prion por parte de las chaperonas moleculares, de modo que se generan 
nuevos moldes llamados “propagones” (Masel y  col., 1999). La multiplicación por ruptura de los 
agregados y  reclutamiento de la proteína nativa se denomina transmisibilidad molecular (Aguzzi, 
2009) y asegura un nivel celular elevado del determinante epigenético priónico.
3.2. Ácidos nucleicos y otros cofactores polianiónicos
Existen otros elementos en la célula, a parte de la actividad de las chaperonas, capaces de 
inducir el desplegamiento parcial de las proteínas y de dirigir su conversión amiloide. Por ejemplo, 
los ácidos nucleicos son factores alostéricos responsables de la conversión conformacional de la 
Introducción
25
proteína PrP in vitro. El dominio globular C-terminal de PrP sufre un cambio estructural de hélice-α 
a hebra-ß cuando se une a ácidos nucleicos (ARN o ADN) que promueven la agregación (Silva y 
col., 2010). PrP reconoce los ácidos nucleicos con alta afinidad pero con baja especificidad de 
secuencia (Silva y  col., 2008). De hecho, se ha sugerido que los polianiones endógenos pueden 
acelerar la tasa de infección del prion al actuar como armazón o entramado, produciendo una 
reducción de la movilidad de las proteínas, de modo que las interacciones entre las moléculas 
PrPC y  PrPSc son más probables, modulando así la conversión por modelado conformacional 
(Silva y col., 2008). Por otro lado, se baraja la posibilidad de que PrPC tenga un efecto protector 
frente al daño inducido por especies reactivas de oxígeno al ADN, desempeñando entonces la 
interacción de PrP con el ADN un papel fisiológico en la célula (Watt y col., 2007).
La técnica in vitro PCMA (amplificación cíclica del plegamiento incorrecto de proteínas) ha 
permitido avanzar en la búsqueda de posibles factores involucrados en la conversión amiloide de 
proteínas. Esta técnica está basada en el principio de propagación de PrPSc y  consiste en ciclos 
de conversión de proteína desnaturalizada seguida de sonicaciones, generando nuevos 
primordios de nucleación (Castilla y  col., 2005). Se ha visto que la transformación conformacional 
eficiente de PrPC a PrPSc requiere ARN (Deleault y  col., 2007) y  que además, son los ARNs de 
mamífero (no los de invertebrados) los que promueven la amplificación más eficientemente 
(Deleault y  col., 2010). Secuencias sintéticas de poli(A) son capaces de promover la generación 
de partículas infectivas a partir de PrPC purificada de hámster, pero recientemente también se ha 
conseguido con PrP recombinante de E. coli. También se ha visto mediante PCMA que existen 
otros ligandos polianiónicos como los glicosaminoglicanos y  los fosfolípidos que incrementan la 
replicación del prion PrPSc (Cordeiro y col., 2001; Silva y col., 2010; Wang y col., 2010a).
La proteína CEPB, involucrada en la plasticidad de la memoria en metazoos, es una 
proteína de unión a ácidos nucleicos que actúa como reguladora de la traducción (apartado 
Introducción 2.2.B). Curiosamente, la unión de las moléculas de ARNm a CEPB genera un 
efecto alostérico sobre su amiloidogénesis (Si y col., 2010). 
La localización nuclear de la α-sinucleína sugirió que ésta podía poseer capacidad de 
interacción con los ácidos nucleicos. Ensayos de replicación in vitro (PCMA), demuestran que la 
amiloidogénesis de la α-sinucleína también depende de cofactores como los ácidos nucleicos 
(Hegde y col., 2010). Se ha descrito que fragmentos de ADN de doble cadena inducen el 
desplegamiento parcial de la proteína y  promueven su agregación, mientras que ADN de cadena 
sencilla, circulares o superenrollada protegen a la proteína de la fibrilación. También se ha visto 
interacción del péptido-Aß amiloide con el ADN. 
Se ha sugerido que la unión al ADN debe de ser una propiedad común de muchas proteínas 
amiloidogénicas asociadas con desórdenes neurodegenerativos (Hegde y  col., 2010). El papel de 
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los ácidos nucleicos como efectores alostéricos de la amiloidogénesis puede ser un fenómeno 
frecuente, ya que muchas proteínas amiloides, al menos en levaduras, en su estado nativo 
pueden desempeñar funciones en la regulación de la traducción o transcripción. 
4. LA PROTEÍNA MULTIFUNCIONAL RepA DEL PLÁSMIDO pPS10
Durante más de 15 años nuestro laboratorio ha estudiado el mecanismo responsable de la 
activación de dímeros de la proteína RepA (dRepA) del plásmido pPS10 de Pseudomonas, que 
actúan como represores transcripcionales del gen repA, en monómeros (mRepA) competentes 
para iniciar la replicación del ADN (Figura 8) (revisado en Giraldo y  Fernández-Tresguerres, 
2004). 
Figura 8. Esquema del replicón del plásmido pPS10 (no dibujado a escala). Se representa el origen de 
replicación oriV, compuesto por cuatro repeticiones de los iterones (flechas moradas), más el sitio de unión 
del iniciador cromosómico DnaA (caja dnaA) y las regiones conservadas en otros replicones ricas en G+C y 
A+T. El gen repA codifica para la proteína iniciadora RepA. La proteína RepA es dimérica en solución y se 
une con gran afinidad a las repeticiones invertidas del operador (flechas verdes) de 8 pb, reprimiendo así la 
transcripción de repA. Por el contrario, los monómeros, menos abundantes, se unen cooperativamente a los 
iterones para iniciar la replicación plasmídica. RepA está compuesta por dos dominios WH, siendo el N-
terminal (WH1) quien experimenta el cambio conformacional desde dímero (coloreados azul celeste) a 
monómero (óvalos azules oscuros).
4.1. RepA en la replicación de pPS10
RepA reconoce una secuencia de 8 pb en dos orientaciones alternativas: como repetición 
invertida (en el operador, diana de dRepA) o como repeticiones en tándem (iterones, unión de 
mRepA). RepA está constituída por dos dominios winged-helix (WH), actuando el primero de ellos 
(WH1) en la dimerización de la proteína y el segundo (WH2) en la unión al ADN (Giraldo y  col., 
1998).
En común con muchas proteínas amiloidogénicas, la unión alostérica de una secuencia 
específica del origen de replicación de pPS10 (iterón) hace que RepA sufra una conversión de 
hélice-α a lámina-ß, que afecta a 3 hélices del dominio N-terminal WH1, involucrado en la 
dimerización (WH1, residuos 1-132 de RepA) (Giraldo y  col., 2003). Este cambio conformacional 
conlleva la disociación del dímero y la activación de WH1 para convertirse en un dominio de unión 
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a ADN (subsidario al dominio C-terminal de WH2) (Giraldo y  col., 1998). La unión del dímero a una 
sola copia del iterón es suficiente para inducir la disociación y  la transformación estructural, 
mientras que la unión al operador no tiene mayor efecto en la estructura de los dímeros (Díaz-
López y  col., 2003; 2006). La conversión de los dímeros de RepA-WH1 a monómeros implica un 
desplegamiento parcial de la subunidades de la proteína e incrementa la superficie accesible al 
solvente (Giraldo y  col., 2004), resultando en un intermediario metaestable transitorio que tiene 
tendencia a agregar (Díaz-López y col., 2003; 2006). Los dímeros de WH1 aislados son 
termoestables y  resistentes a la actividad proteolítica (Giraldo y  col., 1998). Este comportamiento 
complejo ha sido caracterizado mediante técnicas de dicroísmo circular (DC) y  espectroscopía de 
fluorescencia e hidrodinámica (Giraldo y  col., 1998; Díaz-López y  col., 2003; 2006), cristalografía 
(Giraldo y col., 2003) y modelado molecular (Giraldo y Fernández-Tresguerres, 2004).
En la activación de la replicación plasmídica, mRepA construye sobre los iterones un 
complejo nucleoproteico que inicia la replicación del ADN al desestabilizar la doble hélice y  atraer 
hacia el origen a los factores de la replicación de la célula huésped (helicasa, primasa, ADN 
polimerasa) (Figura 8). Una vez que se ha completado la replicación plasmídica, RepA mantiene 
el número de copias del plásmido bajo control: interacciones entre los dominios WH1 de 
moléculas de mRepA unidas a dos copias plasmídicas recién replicadas constituyen un filamento 
nucleoproteico que inhibe nuevas rondas de replicación prematuras (Gasset-Rosa y col., 2008a).
4.2. Amiloides RepA-WH1
Los cambios conformacionales experimentados por RepA-WH1 en la disociación, similares a 
la transformación que sufren las proteínas amiloides (Chiti y  Dobson, 2006), inspiraron la 
búsqueda de condiciones en las que se promoviera la amiloidogénesis de RepA-WH1 in vitro 
(Giraldo, 2007). Predicciones in silico apuntan a una región peptídica del dominio WH1 situada en 
el extremo C-terminal de la hélice-α2 y  parte del lazo adyacente, L26VLCAASLI34, que presenta un 
alto potencial de agregación a través de láminas-ß, que se incrementa notablemente (a niveles 
similares a los que corresponden a las secuencias amiloidogénicas de proteínas implicadas en 
proteinopatías humanas) cuando se incluye una mutación puntual (A31V) (Figura 9, 10). Dicha 
mutación es funcional en la replicación de pPS10 (Giraldo, 2007; Gasset-Rosa y  col., 2008b) y  se 
aisló recurrentemente en búsquedas de variantes de RepA con el rango de huésped de pPS10 
ampliado, o con su regulación alterada (Fernández-Tresguerres y  col., 1995; Maestro y  col., 2003; 
Gasset-Rosa y  col., 2008a). Por otro lado, también se comprobó que otra mutación en el mismo 
residuo (A31S) disminuye el potencial de agregación (Giraldo, 2007). Dicho segmento peptídico 
está parcialmente enterrado en el dímero de WH1 en el núcleo hidrofóbico, pero queda expuesto 
al solvente en el monómero mWH1 (Giraldo y  col., 2003). Cuando se incluyó el motivo 
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amiloidogénico L26VLCAASLI34 en un péptido sintético, éste se ensambla in vitro en una estructura 
fibrilar (observable mediante microscopía electrónica de transmisión), con características 
biofísicas amiloides, pues forma una lámina-β cruzada, según se desprende de estudios de 
espectroscopía de DC, de unión al rojo Congo y  de difracción de rayos X (anillos a 4.7 Å y  10.6 Å) 
(Figura 9) (Giraldo, 2007).
Figura 9. Caracterización de la naturaleza amiloide de RepA-WH1(A31V). (A) La región amiloidogénica de 
RepA-WH1(A31V) como alto potencial de agregación (predicción realizada mediante el algoritmo TANGO) 
(B) Péptido que corresponde de esta región se une al colorante rojo Congo. Tras la incubación a lo largo de 
dos semanas, se observa cómo la absorbancia aumenta con el transcurso del tiempo. (C) Imagen resultante 
de la difracción de rayos X del péptido. Se muestran la resolución calculada para cada anillo de difracción 
que es característica de los ensamblajes-ß amiloides. (D) Modelo del ensamblaje del péptido RepA-WH1
(A31V). Se representan dos láminas-ß (distancia entre ellas es de 10.6 Å) formada por hebras-ß que se 
disponen antiparalelamente (distancia interhebra, 4.7Å) (E) Micrografía electrónica de la proteína purificada 
de RepA-WH1(A31V) incubada con el oligonucleótido opsp. Se observa la formación de fibras largas y 
estrechas. La barra representa 200 nm. Se muestra también una vista amplificada (la barra representa 50 
nm) que resalta los dos componentes protofibrilares que conforman la fibra. Todas estas propiedades 
determinan el carácter amiloide de RepA-WH1(A31V). Figura adaptada de Giraldo (2007).
La combinación del dominio WH1 con la mutación puntual A31V y  secuencias específicas de 
11 pares de bases del núcleo del operador (opsp) o de los iterones (5  ʼ iter) (Giraldo y  col., 2003) 
dirigen el ensamblaje del dominio, cuya región amiloidogénica tiene localización distal a la 
superficie de unión a ADN. Se genera un amplio rango de estructuras amiloides, que abarcan 
desde agregados irregulares y  esferoides regulares, a fibras ordenadas (Giraldo, 2007). El 
dominio WH1(A31V) forma fibras amiloides (visualizadas al ME y caracterizadas mediante unión a 
rojo Congo) de un ancho de 25 nm y  aparentemente compuesta por protofilamentos trenzados
(Figura 9). La clave determinante para la formación de este último ensamblaje es la unión con el 
oligonucleótido de doble cadena de la secuencia espaciadora del operador de repA, opsp 
5ʻCATTGACTTGT/5ʻACAAGTCAATG (secuencia que contacta con WH1 en el operador), que 
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actúa como ligando inductor. La unión de WH1 al ADN es de baja afinidad por lo que debe de ser 
transitoria (Giraldo y  col., 1998; Díaz-López y col., 2006), de hecho, el ADN no es un componente 
final de los amiloides maduros (Giraldo, 2007). Esto sugiere que la unión electroestática de 
secuencias específicas de ADN y WH1 dirige el ensamblaje ordenado de la proteína en fibras 
amiloides, actuando pues el ácido nucleico como catalizador de la amiloidogénesis bajo 
condiciones cuasi-fisiológicas. El dominio WH1(WT) también es capaz de ensamblarse en 
amiloides (forma agregados que unen rojo Congo, indicando que posee una estructura 
enriquecida en láminas-ß) pero en forma de nano-esferas y no como fibras convencionales. 
Figura 10. Modelo de los cambios conformacionales experimentados por WH1(A31V) en la 
amiloidogénesis. Los dímeros de RepA-WH1 (dWH1) son estables y solubles. Éstos sufren un cambio 
conformacional cuando se unen transitoriamente (aunque específicamente) al ligando ADN, resultando en 
un monómero metaestable con tendencia a agregar (mWH1). La estructura de WH que no cambia 
significativamente se representa en azul turquesa, mientras que los segmentos que sufren el cambio 
conformacional se muestran en azul oscuro. El péptido amiloidogénico (localizado en el extremo C-terminal 
de la hélice-α2 y el lazo adyacente) está coloreado en rojo, con el residuo val31 representado como esferas. 
Se muestra una la posible vía de exposición de la región amiloidogénica a través de tres movimientos 
(flechas discontinuas en gris), que provocarían que esos residuos que normalmente se encuentran ocultos 
por la región N-terminal del WH2, queden expuestos (línea discontinua) al solvente y listos para 
ensamblarse en una lámina-ß cruzada amiloide.
La búsqueda, mediante modelado in silico, de moléculas de pequeño tamaño que 
compitieran con el ADN por su unión a la proteína RepA permitió encontrar un derivado 
tetrasulfonado del colorante índigo (S4) que era un inhibidor de la amiloidosis (Gasset-Rosa y  col., 
2008b). La caracterización termodinámica de la interacción con el índigo S4 mostró que existe un 
sitio de unión principal en WH1, al que se une con gran afinidad (Kd = 0.23 µM) (involucrando 
interacciones electrostáticas con Arg78, 81, 91 y 93). La inhibición de la unión de RepA-WH1 a la 
secuencia del operador opsp mediada por S4, conlleva la abolición del ensamblaje fibrilar, 
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constituyendo una prueba de concepto de que el ADN es un inductor alostérico de la 
amiloidogénesis. Este fue el primer caso de inhibición de la amiloidosis de una proteína utilizando 
una molécula que interfiere con la unión alostérica de un efector, en lugar de tener directamente 
como diana la lámina-β cruzada.
Se propone un escenario cinético para la amiloidosis de RepA-WH1 dirigido por el ADN 
(Figura 11), de modo que el grado de la transformación conformacional promovida por el ADN se 
correlaciona inversamente con el orden de la estructura resultante: una transición α-β eficiente y 
rápida (secuencia de iterón como efector) da como resultado la agregación amorfa de la proteína, 
mientras que una transformación más lenta (opsp) promueve su deposición ordenada como fibras 
amiloides (Giraldo y col., 2011).
Figura 11. Esquema de la ruta propuesta para la amiloidosis de RepA-WH1(A31V). Se muestran las 
distintas remodelaciones que puede sufrir el dominio WH1-A31V al unirse a secuencias de ADN diferentes: 
la secuencia espaciadora del operador (opsp, en rojo), la secuencia 5ʼ  del iterón (en azul) y una secuencia 
inespecífica (verde). Éstas dan lugar a distintos tipos de ensamblajes en RepA-WH1(A31V), generando 
fibras ordenadas, estructuras esferoidales o agregados amorfos, respectivamente (Giraldo, 2007). La unión 
de una molécula de índigo (S4) al dímero WH1(A31V) compite con el ADN, produciéndose entonces la 
inhibición de la amiloidogénesis y dando lugar a pequeños agregados amorfos. La magnitud del cambio 
conformacional ejercido por una secuencia de ADN se correlaciona inversamente con el orden de la 
estructura resultante. Figura tomada de Gasset-Rosa y col. (2008).
Teniendo en cuenta los precedentes descritos antes, en esta Tesis Doctoral, se ha querido 
profundizar en el estudio in vivo de las bases moleculares del primer amiloide bacteriano sintético 
descrito hasta la fecha, RepA-WH1. Se ha desarrollado un sistema mínimo y sencillo en bacterias 
(E. coli), de modo que pueda servir de sistema modelo para el estudio de la amiloidosis. 
Asimismo, también se ha explorado qué factores celulares están implicados en este proceso y  por 
último se ha estudiado, utilizando como base quimeras con el prión de levaduras [PSI+], el 




Las bases moleculares de la agregación de las proteínas amiloides son similares en todos 
los organismos, sean provenientes de microorganismos procariotas, hongos o metazoos. Muchas 
de estas proteínas poseen naturaleza priónica y  son agentes causantes de enfermedades fatales 
(neurodegenerativas o sistémicas), cuyos mecanismos quedan todavía por esclarecer como 
previo paso hacia posibles terapias. Considerando estos presupuestos, el estudio de la 
amiloidosis de RepA-WH1, una proteína iniciadora de la replicación plasmídica bacteriana, ofrece 
un modelo sintético potente para abordar en un sistema bacteriano simple los mecanismos 
responsables de las proteinopatías amiloides.
Por ello, en esta Tesis se han propuesto una serie de objetivos dirigidos tanto a profundizar 
en la caracterización de la amiloidosis de RepA-WH1 in vivo, como a conocer qué factores 
celulares están involucrados en este proceso. De esta forma, se definieron los siguientes 
objetivos:
• Objetivo 1: Estudio del potencial prionoide del dominio WH1 de RepA en E. coli.
• Objetivo 2: Identificar posibles cofactores implicados en la amiloidogénesis in vivo, a este 
nivel se han estudiado dos factores:
• Ácidos nucleicos.
• Chaperonas: Hsp70 y Hsp104.
• Objetivo 3: Caracterización de la dinámica de agregación y  propagación de RepA-WH1 in 
vivo mediante técnicas de microfluíduca.





1. CÉLULAS BACTERIANAS Y DE LEVADURAS
1.1. Bacterias
En esta Tesis se han empleado las estirpes JM109 (Yanisch-Perron y  col., 1985) y  Fusion 
Blue (Clontech) para la clonación de genes bacterianos y  de levaduras (Tabla 2). Éstas son 
deficientes en recombinación homologa (recA-), lo que favorece la estabilidad de secuencias 
repetidas. La mayor parte de los experimentos fenotípicos se realizaron en MC4100 (Ferenci y 
col., 2009), estirpe K12 de E. coli de características silvestres, y  sus derivados mutantes en 
chaperonas JGT20 (dnak756), JGT3 (∆clpB) y  JGT32 (dnak756, ∆clpB). Por otro lado, también se 
ha empleado una variante de la estirpe DH5α (Grant y  col., 1990) que porta la proteína iniciadora 
de la replicación λpir integrada en su cromosoma y que se ha utilizado como hospedador de un 
plásmido Δpir, pR6K (Tabla 4). La estirpe MG1655 (Blattner y  col., 1997) ha sido empleada en 
experimentos de microfluídica ya que es una cepa silvestre de E. coli de manejo habitual de 
laboratorio pero poco alterada genéticamente, adecuada pues para los estudios fisiológicos.
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Tabla 2. Estirpes de E. coli empleadas en este trabajo.
1.2. Levaduras
Las cepas de la levadura S. cerevisiae empleadas para la realización de esta Tesis están 
descritas a continuación (Tabla 3):
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Tabla 3. Estirpes de S. cerevisiae empleadas en este trabajo.
2. PLÁSMIDOS
2.1. Bacterias
Los plásmidos empleados en los ensayos referentes a E.coli se agrupan en la siguiente 
tabla (Tabla 4). En ella se indica el nombre, marcador de selección, ensayo en el que han sido 
utilizados y procedencia de los mismos.
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Tabla 4. Plásmidos utilizados en este trabajo para los experimentos en E.coli.
2.2. Levaduras
Los plásmidos empleados para los ensayos de la sección de levaduras se recogen en la 





Tabla 5. Plásmidos utilizados en este trabajo en la sección sobre S. cerevisiae.
3. MEDIOS DE CULTIVO
3.1. Bacterias
LBT: 10 g/l bactotriptona, 5g/l extracto de levadura, 5 g/l NaCl y  2 g/l timina (pH 7.4). Para la 
elaboración del medio sólido se suplementa con agar bacteriológico al 2% (peso/volumen).
SOC: 2% bactotriptona, 0.5% extracto de levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM de MgCl2, 
10mM MgSO4 y 20 mM glucosa.
M9: 0.1M CaCl2, 0.5M MgSO4, 12 g/l Sales M9 5X, 2 g/l CAA y 0.4% glucosa. Este medio se 
esteriliza por filtración.
3.2. Levaduras
YPD: 2% bactopectona, 1% extracto de levadura y  2% glucosa. Para la elaboración del medio 
sólido se suplementa con agar bacteriológico al 2%.
¼ YPD: 2% bactopectona, 0.25% extracto de levadura y 4% glucosa.
YPD-Rafinosa: 2% bactopectona, 1% extracto de levadura, 2% rafinosa y 0.1% glucosa.
Medio sintético sin: histidina (SD-His), o adenina (SD-Ade), o uracilo (SD-Ura) o triptófano (SD-
Trp): 0.67% Difcoyeast Nitrogen, 2% glucosa, 2% agar bacteriológico y  drop-out sintético de 




SD-Ura más 5-FOA más uracilo: 0.67% Difcoyeast Nitrogen, 2%  glucosa, 2%  agar bacteriológico, 
0.2% drop-out sintético menos uracilo (1.92 gr/l), 0.1%  5-FOA (ácido 5-flouro-orótico 
monohidratado) y 5 mg/l uracilo.
SD-His o SD-Trp o SD-Ura más sorbitol: 0.67% Difcoyeast Nitrogen, 2% glucosa, 2%  agar 
bacteriológico y drop-out sintético de levaduras SD-His (1,92 gr/l ), o SD-Ura (1,92 gr/l), o SD-Trp 
(1,92 gr/l) y 1M sorbitol.
4. REACTIVOS
4.1. Enzimas
4.1.1. Enzimas de restricción
Las enzimas empleadas para la realización de este trabajo fueron adquiridas en las casas 
comerciales New England Biolabs, Roche Applied Science y Fermentas.
4.1.2. Polimerasas
La enzima empleada para la amplificación del ADN mediante PCR fue la Pfu ADN 
polimerasa de Promega; para la mutagénesis dirigida se empleó la enzima Pfu turbo ADN 
polimerasa de Stratagene. También se utilizó el kit In-Fusion Dry-Down PCR cloning de Clontech.
4.1.3. ADN ligasa
La ligasa empleada para la clonación de fragmentos de ADN fue la T4 ADN ligasa de 
Promega o de Roche.
4.1.4. Otras enzimas
Se empleó el fragmento Klenow de la ADN Polimerasa I, la RNasa A, la proteinasa K y  la 
fosfatasa alcalina antártica de la casa comercial New England Biolabs. La T4 polinucleótido 
Kinasa de la casa comercial USB y la lisozima de Sigma-Aldrich.
4.2. Anticuerpos
Los anticuerpos primarios monoclonales utilizados fueron: anti-HA (clon 12CA5) de Roche, 
anti-His (clon-His1) de Sigma, anti-DnaK (clon 8E2/2) de Enzo Life Sciences. Los anticuerpos 
primarios policlonales: anti-ClpB, cedido por el laboratorio de M. Zolkiewski, y  el anti suero de 
conejo anti-RepA-WH1(A31V) (María Moreno, de nuestro laboratorio, y el servicio del animalario 
del CIB-CSIC). Los secundarios fueron, anticuerpos anti-ratón y  anti-conejo conjugados a la 
peroxidasa de rábano (HRP) de GE Healthcare, anti-ratón y  anti-conejo conjugado con partículas 





Los oligonucleótidos (Tabla 5 y 6) fueron sintetizados por el Servicio de Química de 
Proteínas del CIB. También se utilizó el servicio de la empresa ATG:biosynthetics para la síntesis 
de un fragmento de 300 pares de bases (pb) con 3 repeticiones de la secuencia amiloidogénica 
RepA-WH1(A31V) (Tabla 6).
4.4. Secuenciación de ADN
La secuenciación se llevó a cabo por parte de la empresa Secugen, para ello se utilizaron 
oligonucleótidos cebadores universales o diseñados en nuestro laboratorio.
4.5. Purificación de fragmentos de ADN
La purificación de ADN, extraído de gel de agarosa o de reacciones enzimáticas, se realizó 
utilizando los reactivos de los productos FavorPrep Gel Purification Kit (Favorgen) y  Agarose 
Gelextract mini Kit (5 Prime).
4.6. Proteínas
Para el lisado de células se utilizó la matriz de vidrio glass beads (1.0 mm φ, Lysing Matrix 
C) de MP Biomedicals.
Se utilizaron los filtros y  las membranas Sequi-Blot de PVDF de BioRad para la transferencia 
de proteínas. Los marcadores de peso molecular utilizados fueron el Broad Range (2-212 kDa) de 
New England Biolabs y el Precision Blue Protein Standars de BioRad.
Se empleó para la detección de proteínas: el SilverQuest Silver Staining Kit de Invitrogen 
para la detección por tinción con plata y  el kit ECL Plus de GE Healthcare para la 
inmunodetección. Para el revelado de las autorradiografías se han utilizado las películas AGFA 
Curix RP2.
4.7. Microscopia
Para la fijación de las muestras se utilizó el Vectashield de Vector Laboratories, para la MET 
se utilizaron las rejillas de Formvar y la Miricetina de Sigma-Aldrich.
4.8. Otros




MÉTODOS RELATIVOS A E. coli
1. MANIPULACIÓN DEL ADN
1.1. Células competentes y transformación de E. coli
1.1.1. Choque térmico
Se prepararon células competentes de las estirpes JM109 y  Fusion Blue (Tabla 2). Se utilizó 
el método de cloruro de rubio (Hanahan, 1983), si se deseaba almacenar a -70°C células 
competentes durante largo tiempo. Si si se requería emplearlas frescas, para uso en el mismo día 
o al siguiente, se prepararon utilizando el método del CaCl2 (Sambrook y  Pollack, 1974). En 
ambos casos, la transformación se llevó acabo por choque térmico (Sambrook y Pollack, 1974).
1.1.2. Electroporación
Para la preparación de células electrocompetentes se incubó la estirpe de E. coli DH5α o 
Fusion Blue (Tabla 1) en medio LBT, inoculada a partir de un cultivo fresco, en un volumen de 500 
ml que se creció hasta una DO600 de 0.5-0.7. Las células se incubaron en hielo durante 20 
minutos y  se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 minutos a 4ºC. Se realizaron sucesivos lavados 
con volúmenes decrecientes (500 ml, 250 ml, 2 0ml) de glicerol al 10%. Finalmente se 
resuspendieron en 1 ml de glicerol al 10% y se hicieron alícuotas de 40 μl.
A cada alícuota de células electrocompetentes frescas se añadió 1μl de la muestra del ADN 
plasmídico y se incubó durante 5 minutos en hielo. Después se transfirió la mezcla a una cubeta 
de electroporación (BioRad) de 0,2 cm de distancia entre electrodos y  en el MicroPulser (BioRad) 
se programó el micropulso “Ec2” (2,5kV); se realizó el choque eléctrico (la constante de tiempo ha 
de rondar los 5 milisegundos). Posteriormente se le añadió 1ml de medio SOC y  se incubó 
durante una hora a 37ºC, sembrándose a continuación en medio selectivo.
1.2. Extracción de ADN
1.2.1. ADN plásmidico
La purificación del ADN plasmídico a pequeña escala se realizó por el método de lisis 
alcalina utilizando el kit High pure plasmid isolation (Roche).
1.2.2. ADN genómico
De un cultivo incubado durante toda la noche de la estirpe MG1655 o MC4100 (Tabla 2) se 
centrifugaron 2 ml y  se eliminó el sobrenadante, el sedimento resultante se resuspendió en 300 µl 
de 50 mM Tris-HCl pH 8, 0.1 M NaCl, 1 mM EDTA y  20% sacarosa. Posteriormente se añadió una 
solución de lisozima (5 g/l) y  se incubó durante 20 minutos a 4ºC, después se le añadió 12 µl de 
una solución de proteinasa K (5 g/l) más 3 µl de RNasa A (5 g/l). Las muestras se incubaron 
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durante una hora y  media a 37ºC. Después se añadieron 30 µl de SDS al 10% y  se incubó 
durante 5 minutos a 4ºC. Se añadieron 300 µl de fenol saturado en TE y  se agitó vigorosamente 
durante 15 segundos, tras lo cual se centrifugó 10 minutos a máxima velocidad y  se recuperó la 
fase acuosa. Este último paso se repitió y se precipitó el ADN con dos volúmenes de etanol al 
100%. Finalmente, se centrifugó durante 10 minutos a máxima velocidad y el sedimento se 
resuspendió en agua.
1.3. Construcción de vectores de expresión
A continuación (Tabla 6) se muestran los oligonucleótidos utilizados para la confección de 
los vectores empleados en los ensayos en E. coli. Éstos se verificaron mediante restricción 
enzimática y secuenciación automática del ADN.
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Tabla 6. Oligonucleótidos empleados en este trabajo.
1.3.1. Construcción de pWH1(A31V/WT)-mCherry -/+ (opsp)18
Los oligonucleótidos conteniendo la secuencia opsp-dsDNA, opsp-A y opsp-B (Tabla 6), se 
fosforilaron y  se ligaron para generar concatémeros como producto final. Después de rellenar los 
extremos con el enzima Klenow ADN polimersa, se clonó en el plásmido pRGrectac-NHis-WH1




Por otro lado, la variante monomérica mCherry de la proteína RFP, fue amplificada por PCR 
a partir del plásmido pRSETb–mCherry, cedido por Roger Y. Tsien (Shaner y col., 2004) (Tabla 4) 
utilizando los oligonucleótidos mch-BspEI y  mch-HindIII (Tabla 6). La PCR se clonó 
inmediatamente después del gen repA-WH1, formando una fusión traduccional sobre los 
plásmidos pWH1(A31V/WT)+(opsp)18 y  pWH1(A31V/WT): éstos se linearizaron por restricción 
con HindIII y  en ellos se recombinó el fragmento resultante de la PCR utilizando el kit In-Fusion 
Dry-Down PCR cloning. Entre ambas proteínas fusionadas se incluyó un segmento codificando un 
espaciador flexible: (Gly-Ser-Ser)2-Gly.
1.3.2. Construcción de pRK2-WH1(A31V)-mCherry (opsp+lacI)
A partir del vector de expresión pWH1(A31V)-mRFP+(opsp)18 se amplificó por PCR el 
módulo Ptac-RepA-WH1(A31V)-mRFP(opsp)18 (Giraldo, 2007) utilizando los oligonucleótidos 
Ptac-SpeI y  MCS-EcoRI (Tabla 6). Posteriormente, el producto de PCR se digirió con las enzimas 
de restricción SpeI y  EcoRI y  el fragmento resultante se introdujo en el plásmido de bajo número 
de copias pSEVA121 (minireplicón RK2) (Tabla 6), previamente digerido por SpeI y  EcoRI. Sobre 
el plásmido resultante se introdujo, por digestión KpnI y  EcoRI, el gen lacIq amplificado por PCR, a 
partir del plásmido pET11a (Novagen) a través de los oligonucleótidos lacI-KpnI y  lacI-EcoRI 
(Tabla 6).
1.3.3. p15A-dnaK/clpB
Las secuencias codificadoras para DnaK y  ClpB se amplificaron por PCR a partir del ADN 
genómico de MC4100 (Tabla 2), a través de los oligonucleótidos DnaK-SacII y  DnaK-XmaI (para 
dnaK) y  ClpB-SacII y  ClpB-XmaI (para clpB) (Tabla 6). El producto de PCR resultante se digirió 
con las enzimas de restricción SacII y XmaI y  se insertó en el plásmido pRG-His6-ORC4 (Tabla 4) 
previamente digerido por SacII y  XmaI. De esta manera se fusiona una secuencia que codifica 
para una cola de 6 histidinas justo antes de cada uno de los genes dnaK y  clpB. Éstos se 
amplificaron a su vez por PCR a través de los oligonucleótidos 6His-NdeI y  DnaK(II)-XmaI por un 
lado y  6His-NdeI y ClpB(II)-XmaI por otro (Tabla 6). Los productos de PCR se digirieron con las 
enzimas de restricción NdeI y  XmaI y  se ligaron al módulo que incluye Para, el represor araC, el 
gen de resistencia al cloranfenicol y  el replicón p15A, generado mediante amplificación por PCR 
del plásmido pKJE7 (Tabla 3) utilizando los oligonucleótidos Para-NdeI y Para-XmaI (Tabla 6).
1.4. Inserción de genes en el cromosoma de E. coli MG1655
1.4.1. Integración de los módulos de expresión WH1(A31V) y WH1(ΔN37)
Se digirieron los plásmidos pRK2-WH1(A31V)-mCherry  y  pRK2-WH1(ΔN37)-mCherry 
(Tabla 3) (este último construído en nuestro laboratorio por Laura Molina) con las enzimas SpeI y 
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EcoRI. Se extrajo del gel de agarosa el fragmento correspondiente al gen repA-WH1 y  se insertó 
por ligación en el plásmido pSEVA511 (Δpir, replicón R6K) (Tabla 4) digerido por SpeI y  EcoRI. La 
transformación se llevó a cabo en la estirpe DH5α (λpir) mediante electroporación. El plásmido 
resultante, pR6K-WH1(A31V/ΔN37)-mCherry  (Tabla 4), se electroporó en la estirpe MG1655 
(Tabla 2) y  se seleccionaron los clones que crecieron en medio selectivo con tetraciclina (Figura 
12).
Se extrajo de los transformantes su ADN genómico y  se comprobó por un lado la inserción 
en el cromosoma de WH1-mCherry mediante PCR a través de los oligonucleótidos Ptac-SpeI y 
mch-NotI (Tabla 6) y  por otro, la inserción del gen represor lacIq mediante los oligonucleótidos 
LacI-EcoRI y  3ʼ  mCherry  (Tabla 6). Finalmente, se analizó la expresión (por inducción con IPTG) 
de las proteínas fusionadas a los marcadores mCherry  por medio de Western blot y  visualización 
de los cultivos inducidos al microscopio de fluorescencia.
Una vez comprobada la inserción en el cromosoma, se transformaron los plásmidos p15A-
dnaK y p15A-clpB (Tabla 5) en la estirpe MG1655::WH1(A31V)-mCherry (Figura 12).
1.4.2. Transducción de los genes YFP e ibpA-GFP
De un cultivo crecido toda la noche [MG1655::WH1(A31V) o MG1655::WH1(ΔN37)] se 
tomaron 100 µl y  se añadieron 500 µl de una solución 30 mM MgSO4 y 15 mM CaCl2, más 500 µl 
de un sobrenadante de cultivo con fago P1(YFP) o P1(ibpA-GFP). Tanto YFP como IbpA-GFP se 
encuentran bajo el promotor constitutivo λPR (Elowitz y  col., 2002) y  poseen resistencia a 
cloranfenicol. La mezcla se incubó a 37ºC durante veinte minutos con agitación suave y, 
posteriormente se centrifugó durante tres minutos y  se eliminó el sobrenadante. El sedimento se 
resuspendió en 1.5 ml de LB con citrato de sodio (20 mM) y  se incubó durante una hora a 37ºC. A 
continuación, se centrifugó y se sembró en LB-agar suplementado con tetraciclina y citrato sódico.
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Figura 12. Ilustración de la estrategia de integración de WH1(A31V/ΔN37) (en rojo), YFP (amarillo) e IbpA-
GFP (verde) en el cromosoma de MG1655. (A) Esquema del plásmido pRK6-WH1((A31V/ΔN37)-mCherry-
lacI. (B) Procedimiento para la obtención de las estirpes derivadas de MG1655 utilizadas en los ensayos 
microfluídicos.
2. CULTIVOS CELULARES BACTERIANOS
El procedimiento general de cultivo de las células de E. coli MC4100, o sus isogénicas 
JGT20 (dnaK756), JGT3 (∆clpB) y  JGT32 (dnaK756, ∆clpB) (Thomas y  Baneyx, 1998) (Tabla 2) 
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consiste en el crecimiento en medio LB suplementado con glucosa (0.1%), junto ampicilina (100 
mg/l) o cloranfenicol (30 mg/l) si se requiere. Las bacterias se cultivan a 37ºC hasta crecimiento 
exponencial (OD600 de 0.2), se indujeron con IPTG (0.5 mM) y  se continuaron cultivando a 37ºC. 
De estos cultivos se toman alícuotas de 1 ml cada 30 minutos durante 4 horas. Para la doble 
expresión de WH1 y  las chaperonas, los inductores específicos de cada promotor (0.1 mM IPTG y 
0.5% L-arabinosa) se añadieron, sucesivamente, en uno u otro orden con un intervalo de 30 
minutos.
2.1. Observación de las bacterias al microscopio
A. INSTRUMENTACIÓN EMPLEADA
2.1.1. Microscopios de epifluorescencia
La observación rutinaria de las células bacterianas se llevo a cabo utilizando un equipo de 
imagen AF6000 LX (Leica), que consta de un microscopio invertido DM16000B, un objetivo de 
aceite de inmersión HCX PLAN APO (100×/NA 1.40) y  una cámara Hamamatsu C9100-02 CCD. 
Se tomaron imágenes de contraste de fases y  se utilizaron los siguientes filtros de excitación y 
supresión: mCherry  (BP 546/12, BP 600/40); DAPI (BP 360/40, BP 470/40); Alexa 488 (BP 480/40, 
BP 527/30); y BTA-1 (BP 467/37).
Para el estudio del efecto de las chaperonas, se utilizó un microscopio Nikon Eclipse 90i, 
equipado con un objetivo de inmersión CFI PLAN APO VC 100x (NA 1.40) y  una cámara 
Hamamatsu ORCA-R2 CCD. Se utilizaron los siguientes filtros de excitación (EX) y de emisión 
(EM): m-Cherry (EX 543/22, EM 593/40), DAPI (EX 387/11, EM 447/60), Alexa 488 (EX 482/35, 
EM 536/40). También se tomaron imágenes de constante diferencial interferomético (DIC).
2.1.2. Microscopio confocal
La microscopía confocal se llevo a cabo utilizando un equipo de imagen Leica TCS-SP2-
AOBS, que incluye un microscopio invertido DMIRE2 y  con un objetivo HCX PL APO  CS 100x 
(NA 1.40) El software suministrado por Leica fue utilizado para la superposición de imágenes de 
diferentes longitudes de onda, tanto este software como el de Nis-elements AR (Nikon) se 
utilizaron para llevar a cabo las cuantificaciones.
2.1.3. Microscopía electrónica de transmisión
La microscopía electrónica de transmisión (MET) fue realizada utilizando un microscopio 
electrónico JEOL JEM-1230, operado a 100 kV. Las películas fotográficas (Kodak) se digitalizaron 
utilizando un escáner AGFA Arcus 1200. Alternativamente, las imágenes también fueron 
capturadas digitalmente con una cámara TVIPS TemCam-F416 CMOS.
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B. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS PARA SU VISUALIZACIÓN
2.1.1. Microscopio de fluorescencia
i. Fijación y montaje de las células 
Para la observación de bacterias fijadas, se centrifugaron 0.5-1.0 ml de cultivo y  las células 
se lavaron con el mismo volumen de tampón PBS (10 mM Na3PO4, 150 mM NaCl, 15 mM KCl pH 
7.4). Las bacterias tratadas se centrifugaron de nuevo a 1600 rpm y  el sedimento se resuspendió 
y  se fijó con 1 ml de paraformaldehído (PFA) fresco (preparado al 4% en tampón PBS) durante 30 
minutos a temperatura ambiente. Después de la fijación, los sedimentos de células se lavaron dos 
veces en PBS y  finalmente se resuspendieron en el mismo tampón PBS. En algunos 
experimentos, las células se tiñeron incluyendo 5 mg/ml de DAPI (4′,6-diamidino-2-fenilindol–2HCl 
de Serva) durante 15 minutos en el proceso de fijación. De la suspensión final se tomaron 10 µl 
que se secaron al aire en portaobjetos cubiertos con poli-L-lisina y se montaron con medio 
Vectashield.
ii. Tinción con BTA-1
Para la tinción con BTA-1, las células se fijaron en PFA y  se lavaron con PBS, como está 
descrito en el apartado anterior. Posteriormente se resuspendieron en BTA-1 [2-(4′-
metilaminofenil) benzotiazol (Sigma), 1 mM en etanol], se incubó durante 30 minutos a 
temperatura ambiente y  se realizó el lavado de las células con PBS. Por último se montaron como 
se describe en el apartado anterior.
iii. Time-lapse: Estudios con resolución temporal
Para la microscopía con resolución temporal, se depositaron sobre un portaobjetos 100 µl 
de LB-agar (al 1.5%) con ampicilina que, una vez aireado mediante pipeteo repetido, se recubrió 
con un cubreobjetos hasta su solidificación. Posteriormente se retiró el cubreobjetos y se 
añadieron en la superficie de agarosa IPTG (hasta 0.5m M) más 10 µl de cultivo y  se cubrió con 
un cubreobjetos. Las muestras se mantuvieron en la cámara termostatizada del microscopio, bajo 
humedad y temperatura (37ºC) controladas. Para todos los experimentos, las imágenes se 
tomaron a los intervalos de tiempo especificados.
2.1.2. Microscopía confocal: Inmunofluorescencia
Las células se fijaron en PFA fresco al 2% (preparado en tampón PBS conteniendo Triton 
X-100 al 0.5%) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de tres lavados con este 
tampón, los sedimentos se resuspendieron en GTE (50 mM glucosa, 10 mM EDTA, 20 mM Tris-
HCl pH 7.5). Después se tomaron alícuotas de 15 µl y  se secaron al aire en portaobjetos cubiertos 
con poli-L-lisina que posteriormente se trataron con lisozima (8 g/l en GTE) durante 5 minutos a 
temperatura ambiente y  se realizaron dos lavados en PBS durante 10 minutos. Finalmente, los 
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portaobjetos se incubaron con solución bloqueante (PBS, Tween-20 0.05% y BSA al 2%) durante 
30 minutos a temperatura ambiente. 
Después las muestras se incubaron con un anticuerpo primario monoclonal anti-His (dilución 
1:4000 disuelto en solución bloqueante) o un monoclonal de ratón anti-DnaK (dilución 1:1000), o 
un policlonal de conejo anti-ClpB (dilución 1:5000) (Tek y  Zolkiewski, 2002) durante toda la noche 
a 4ºC. Las preparaciones se lavaron 5 veces durante 10 minutos en PBS conteniendo Tween-20 
(0.05%) y  finalmente se incubaron con un anticuerpo secundario anti-conejo (o anti-ratón) 
conjugado a Alexa 488 (dilución 1:1000 o 1:100 disuelto en solución bloqueante) durante 1 hora a 
temperatura ambiente y  en oscuridad (Tek y  Zolkiewski, 2002). Después de 5 lavados en PBS 
(Tween-20 0.05%), las muestras se secaron al aire y  se montaron como se describe previamente 
(Fijación y montaje de células, II.b.1.i). Por otro lado, se llevaron a cabo en paralelo controles 
negativos, omitiendo la incubación con el anticuerpo primario.
2.1.3. Inmuno-microscopía electrónica de transmisión
Se fijaron los cultivos, en crecimiento exponencial, con PFA (2% en PBS) durante una 1 hora 
y  se realizaron 3 lavados con PBS durante 10 minutos. Una vez embebidos en agarosa al 2%, los 
bloques resultantes se cortaron en pequeñas piezas y  fueron lavados en PBS. A continuación, se 
deshidrataron a través de series de lavados con etanol (desde 30% hasta etanol absoluto) para 
ser finalmente perfundidos en resina blanca London a 60°C hasta su la solidificación.
El marcaje con inmuno-oro se llevo a cabo en secciones ultrafinas de las células 
depositadas en las rejillas (sombreadas con níquel). Éstas fueron sucesivamente sumergidas en 
gotas de: glicina al 20% en PBS durante 15 minutos; PBS que contiene Tween al 0.05% durante 
10 minutos; solución bloqueante (PBS más Tween-20 0.05%, BSA 2%) durante 30 minutos; y 
anticuerpo anti-His (dilución 1:4000 en solución bloqueante) para la inducción simple, o anticuerpo 
anti-RepA-WH1(A31V) (dilución 1:10) y  anti-DnaK (dilución 1:200) o anti-ClpB (dilución 1:5000) 
para la inducción doble. Las muestras se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. 
Después de tres lavados (10 minutos cada uno) en PBS-Tween-20, las rejillas se incubaron con el 
anticuerpo secundario anti-ratón o anti-conejo conjugado con partículas de oro coloidal de 10 nm 
(dilución 1:50 en solución bloqueante), y  posteriormente se realizaron tres lavados en PBS 
(Tween-20) y  uno en agua destilada. Las rejillas se secaron al aire y  se sombrearon con una 
solución de acetato de uranilo al 5%  durante 30 minutos. Posteriormente se lavaron con agua 
bidestilada y  fueron secadas al aire antes de su observación al microscopio electrónico. Además, 




2.2.1. Cuantificación de WH1(A31V), DnaK y ClpB mediante Western blot
Los cultivos de las estirpes MC4100, JGT20 y  JGT3 fueron centrifugados tras 1, 2, 3 y  4 
horas de inducción. 1x109 células se resuspendieron en 125 μl de tampón de carga de proteínas y 
se lisaron hirviéndolas durante 10 minutos. Volúmenes equivalentes a una DO600 de 0.01 (≈ 2x107 
células) se cargaron en un gel de SDS-PAGE (12.5% de poliacrilamida) (Laemmli, 1970) Además 
se cargaron 0.035 μg (0.55 pmol) de la proteína purificada His6-Orc4p (Giraldo y  Díaz-Orejas, 
2001), utilizada como control estándar en la cuantificación. Posteriormente se realizó el análisis 
por Western blot, según el método adaptado por nuestro laboratorio (Giraldo y  Díaz-Orejas, 2001), 
utilizando como anticuerpo primario monoclonal un anti-His (dilución 1:30000) y  como secundario 
un anticuerpo anti-ratón conjugado con HRP (peroxidasa de rábano) (dilución 1:10000). 
Tras la reacción quimioluminescente (utilizando el reactivo ECL Plus, GE Healthcare) y 
posterior autorradiografía de la señal, ésta se digitalizó y  se realizó su cuantificación con el 
software Quantity One (v. 4.6.3; Bio-Rad). Se relacionó la intensidad de la señal con el número de 
moléculas en el control Orc4p y  a partir de esta relación se calculó el número de moléculas por 
célula de las proteínas RepA-WH1(A31V), DnaK y  ClpB. Los resultados se procesaron y 
representaron gráficamente utilizando el programa KaleidaGraph (v. 3.6.2; Synergy Software).
2.2.2. Caracterización de los agregados: Electroforesis en geles de agarosa en 
condiciones semi-desnaturalizantes (SDD-AGE)
Se crecieron las estirpes MC4100, JGT20 o JGT3 en 25 ml de cultivo, tras 2.5 horas de 
inducción y  a una DO600 de 2, se centrifugaron y  se resuspendieron en 400 μl de solución de lisis 
(25 mM Tris-HCl pH 6.8, 250 mM, 5 mM NaCl, EDTA, 10% glycerol, suplementado con inhibidor 
de proteasas) (Bagriantsev y col., 2006). De esta suspensión se transfirió 1/3 de volumen a un 
tubo que contiene esferas de vidrio (1.0 mm φ, Lysing Matrix C) y se procedió a la lisis de las 
células en el homogeneizador FastPrep-MP (30 seg, potencia IV, 4 veces a 4°C). Se tomaron 3 μl 
de las muestras y  se resuspendieron en 36 μl de solución de lisis más 10 μl de tampón de carga 
4X (TAE 2X, 20% glicerol, 8% Sarcosyl, 0,5 g/l azul de bromofenol, más una píldora de inhibidores 
de proteasas por cada 10 ml de tampón), las muestras se incubaron a temperatura ambiente 
durante 10 minutos y  se cargaron en un gel al 1.5% de agarosa en TAE 1X, 0.1% SDS. La 
electroforesis se desarrolló a 100V-400 mA durante 7,30 h a 10ºC.
Posteriormente, las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF en una cubeta 
TransferBlot de BioRad. La transferencia se realizó en tampón TAE 1X (0,1% SDS) a 10ºC 
durante 15 horas a 16V-400 mA. La membrana se bloqueó TBST (suplementado al 5% con leche 
en polvo desnatada) durante toda la noche y  se incuba con distintos anticuerpos primarios: anti-
Métodos
58
RepA-WH1(A31V) (dilución 1:500), anti-DnaK (1:2500) o anti-ClpB (1:3000) y como secundario, 
anticuerpo anti-ratón o anti-conejo conjugado con HRP(dilución 1:10000). Finalmente, se detectó 
la señal por luminescencia química. Se realizaron rehibridaciones para cada anticuerpo primario, 
desnudando la membrana con 8 M cloruro de guanidina  durante 1 minuto.
3. MICROCHIPS Y OBSERVACIÓN MICROFLUÍDICA
3.1. Fabricación de chips
Se utilizaron técnicas estándar de litografía blanda según la metodología descrita por 
George Whitesides y colaboradores, para crear el molde maestro en dos pasos (la primera capa 
correspondiente a los canales de crecimiento, y  la segunda al canal central) y  para fabricar el 
dispositivo madre de polydimetilsiloxano (PDMS). Las dimensiones de los canales de crecimiento 
fueron: de anchura, 1.1-1.3 µm; altura, 1.3-1.5 µm; y  longitud, 25 µm. Dichos canales están 
conectados al canal principal, cuyas dimensiones eran: 25X100 µm (profundidad y  anchura) y  30 
mm de largo. Para observar el crecimiento de E. coli durante largos periodos, el dispositivo se 
trató químicamente (Lee y col., 2003), y  en el momento de la utilización de la microcélula de flujo, 
la superficie de los canales se neutralizó con PEG (400) al 20% y posteriormente con medio 
mínimo (M9), suplementado con PEG al 1.5%  para impedir la adhesión de las células a la 
superficie de PDMS.
3.2. Condiciones de crecimiento de E. coli MG1655
El crecimiento de las células se llevó a cabo en medio M9 a 37ºC. Tras el crecimiento de la 
estirpe durante toda la noche (MG1655::A31V-YFP, MG1655::ΔN37-YFP, MG1655::A31V-ibpA, 
MG1655::A31V+p15A-dnaK o MG1655::A31V+p15A-clpB), al día siguiente 50 μl del cultivo se 
diluyeron en 20 ml de medio M9 y  se dejaron crecer hasta una DO600 de 0.2. El cultivo se 
centrifugó y  se realizaron dos lavados con M9 (1.5% PEG). El sedimento final se resuspendió en 
200 μl de M9 (1.5% PEG). Se inyectaron las células en el chip y  se cargaron en el canal por 
centrifugación. Más del 80% de los canales estaban ocupados por células, observación realizada 




Figura 13. Presentación de un chip microfluídico. (A) Esquema de un chip, formado por 4 canales 
principales que a su vez se ramifican en cientos de canales de crecimiento. Las flechas amarillas indican el 
sentido del flujo (2 ml/h) del medio de cultivo. (B) Detalle de los canales de crecimiento. (C) Estirpes e 
inductores empleados.
3.3. Microscopía y microfluídica
Se colocó el chip en la pletina de un microscopio invertido Nikon Eclipse Ti instalado dentro 
de una cámara termostatizada, previamente calentada a 37ºC, y  se conectó a una bomba de 
jeringuillas cargadas con medio mínimo de cultivo M9 e inductores (0.05 mM de IPTG y  0.15% de 
arabinosa) y, en su caso, el antibiótico cloranfenicol (30 g/l) o el inhibidor de DnaK miricetina (15 g/
l) (Figura 13). La bomba suministró, a través de un flujo continuo y  moderado (2 ml/hora), medio 
de cultivo a los canales de crecimiento donde se depositan las bacterias. A una magnificación de 
100X y  controlado por el software MetaMorph, se tomaron imágenes, cada seis minutos, de hasta 
15 posiciones diferentes por canal. Para ello se empleó una pletina motorizada y  una cámara CCD 
(Photometrics Cool-Snap HQ2). Se utilizaron el filtro ND32 para la amortiguar la iluminación y los 
siguientes tiempos de exposición: 100 ms de luz transmitida (contraste de fase), 1 seg RFP, 2 Seg 
YFP. Se siguió el crecimiento y  evolución de los microcanales entre 8 horas y  72 horas (Wang y 
col., 2010c).
Finalmente, las imágenes (.TIF) fueron montadas para la edición de vídeos a través del 
programa de procesamiento de imagen ImageJ (National Institutes of Health). Estos se elaboraron 
seleccionando aquellos canales en los que se mantuvieron las células en su interior durante un 
intervalo de tiempo mayor.
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MÉTODOS RELATIVOS A S. cerevisiae
1. MANIPULACIÓN DEL ADN
1.1. Células competentes y transformación de S. cerevisiae
1.1.1. Preparación de células electrocompetentes
A partir de un cultivo crecido durante toda la noche, se inoculó 1 ml en 500 ml de YDP, que 
se dejaron crecer hasta alcanzar una DO600 de 0.8. Se centrifugaron las células durante 5 minutos 
a 3000 rpm a 4ºC  y  se eliminó el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 500ml de H2O 
fría. Este lavado se repitió dos veces, disminuyendo el volúmen a 250 ml y  50 ml cada vez. 
Finalmente, el sedimento se resuspendió en 0.5 ml de sorbitol 1 M.
1.1.2. Electroporación de S. cerevisiae
Se tomaron 40 μl de células electrocompetentes frescas y se añadó 1 μl de la muestra de 
ADN. La incubación se prolongó durante 5 minutos en hielo, se transfirió la suspensión a una 
cubeta de electroporación de 0.2 cm (BioRad) y  se aplicó en el electroporador MicroPulser un 
pulso de 1.5 kV (programa “Sc2”). La lectura de la constante de tiempo, para una electroporación 
correcta, ha de rondar los 5 milisegundos. Se transfirieron después las células a medio selectivo 
con agar conteniendo 1 M de sorbitol. Las placas se incubaron a 30ºC durante al menos 48 horas.
1.2. Construcción de vectores
Para la elaboración de los plásmidos referentes a los ensayos realizados en la sección de 
levaduras se utilizaron los oligonucleótidos mostrados en la (Tabla 7).
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Tabla 7. Oligonucleótidos empleados para clonar en los plásmidos de S. cerevisiae.
1.2.1. Sustitución de las repeticiones PrD en Sup35p por repeticiones del dominio 
amiloidogénico de RepA-WH1(A31V)
Para la realización de la deleción y  sustitución de las repeticiones del dominio N-terminal de 
SUP35 (Osherovich y  col., 2004), PrD, por sucesivas repeticiones de la región amiloidogénica de 
RepA-WH1(A31V), R, se empleó el vector pUKC1620, cedido por el laboratorio de Mick F. Tuite 
(Figura 14) (Parham y col., 2001). Todas las construcciones se verificaron mediante corte por 
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restricción con las enzimas utilizadas al clonar y  posterior secuenciación automática del ADN (a 
través de los oligonucleótidos SUP35-5'_Sec y Rev-EcoRV) (Tabla 7).
Figura 14. Esquema de los vectores que expresan las versiones truncadas y quimeras SUP35_WH1(R). (A) 
esquema de vector pCK1620 en el que se clonaron las quimeras. (A.1) Esquema de la deleción y 
sustitucion de WH1(R), R  (en azul oscuro), por las repeticiones del dominio N (PrD) de SUP35 (en rosa). El 
nombre de cada vector esta indicado en la izquierda. (B) Esquema del vector de expresión de las variantes 
Sup35p  bajo el promotor de galactosa. (C) Esquema del vector donde se fusionó la proteína mCherry a las 
distintas quimeras de NM. Éstas se encuentran bajo el promotor de tetraciclina (Ptet).
i. pUKC_R5
Sobre el plásmido pUKC1620 que contiene el gen SUP35, se realizó una PCR con los 
oligonucleótidos BamHI-SUP35 y  R5-EcoRV (Tabla 7) (este último solapa con la repetición R5 de 
SUP35). El producto resultante se digirió con las enzimas de restricción BamHI y EcoRV y  se 




Sobre el plásmido pUKC1620 se realizó una PCR para amplificar las repeticiones del PrD de 
SUP35 y sustituir la repetición R6 por la secuencia amiloidogénica WH1-R. Para ello se utilizaron 
los oligonucleótidos BamHI-SUP35 y  R5+A31V-EcoRV (Tabla 7). Una vez amplificado y tratado 
con por BamHI y EcoRV, se introdujo en el plásmido pUKC1620 digerido por las mismas enzimas.
iii. pUKC_R5+WH1-R2
Se utilizó el mismo procedimiento que para construir pUKC_R5+WH1-R1, excepto que el 
oligonucleótido reverso fue R5+A31V(2)-EcoRV (Tabla 7)
iv. pUCK_RO
Se realizó una mutagénesis dirigida del sitio PstI por el sitio de restricción EcoRV con los 
oligonucleótidos PstI-EcoRV_A y  PstI-EcoRV_B (Tabla 7). Ésta se hizo sobre el plásmido 
pUKC1620 utilizando la enzima Pfu ADN polimerasa turbo. Posteriormente, se realizó una 
digestión con la enzima EcoRV de manera que las repeticiones de SUP35 fueron eliminadas al 
religar el plásmido.
v. pUKC_R0-WH1-R1, 2 y 3
Primeramente, cada uno de los oligonucleótidos (Concatémero_A y  B; Tabla 7) que poseen 
la secuencia amiloidogénica WH1-R y que solapan por la región indicada con caracteres azules 
en la tabla, se fosforilaron utilizando la enzima T4 polinucleótido kinasa durante 30 minutos a 
37ºC. A continuación, la hibridación entre ellos se realizó a 95ºC durante 3 minutos y  se ligaron 
durante toda la noche, a temperatura ambiente, en un volumen final de 25 μl. Finalmente, se trata 
con la enzima Klenow para rellenar extremos, durante una hora a 37ºC.
Por otro lado, el plásmido pUKC_R0 se digirió con la enzima EcoRV y  se desfosforiló con la 
fosfatasa antártica, durante 15 minutos a 37ºC. A continuación, se realizó una ligación entre el 
fragmento concatenado y  el vector digerido. El producto final de la ligación se dializó frente a agua 
en un filtro Milipore, concentrándose después para ser transformado por electroporación (método 
descrito anteriormente) en la estirpe Fusion Blue de E. coli (Tabla 2).
vi. pUKC_ R0-WH1-R4 y 5
Sobre las construcciones pUCK1620_R0-WH1-R1 y  2 se realizó una mutagénesis dirigida 
para insertar un sitio de restricción EcoRV (que se había perdido al insertar el fragmento 
concatenado) tras las repeticiones R1 y  R2, respectivamente, a través de los oligonucleótidos 
EcoRV(A31V)_A y EcoRV(A31V)_B (Tabla 7). Por otro lado, se solicitó a la empresa 
ATG:biosynthetics la síntesis química de un fragmento de ADN que incluía tres repeticiones de la 
secuencia amiloidogénica RepA-WH1(A31V), WH1-R3, cuyos extremos poseían los sitios de corte 
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SmaI y  EcoRV, ambos del tipo romo. Tras digerir el fragmento por estas enzimas, se insertó en los 
vectores pUCK1620_R0-WH1-R1 y 2, digeridos previamente por EcoRV.
1.2.2. Serie de vectores de expresión de proteínas en levaduras, pYeF2
Para la introducción de las quimeras de SUP35_WH1(A31V) en el vector de expresión 
pYeF2 (Tabla 5) (Cullin y  col., 1994), se amplificó cada una de ellas por PCR, a partir de la batería 
de plásmidos construidos sobre pUKC. Para ello se utilizaron los oligonucleótidos BamHI-SUP35 y 
SUP35-NotI (Tabla 7) cuyos extremos poseen los sitios de restricción BamHI y  NotI. El fragmento 
amplificado se digirió con estas enzimas y  se introdujo en el plásmido pYeF2 digerido con BamHI 
y  NotI. Por otro lado, al clonar los genes en el MCS del vector pYeF2 se fusiona en el extremo 3ʼ 
de cada gen una secuencia que codifica para el epítopo HA (hemaglutinina).
1.2.3. Vectores de expresión del dominio quimérico NM_WH1-R-mCherry, pCM182
Se realizó por un lado la amplificación por PCR del dominio NM de SUP35, de NM sin las 
repeticiones PrD (NM_RO) y  de las quimeras NM_R5+WH1-R2, NM_R0+R2 y  NM_R0+R4, 
utilizando como molde los plásmidos correspondientes a la serie pUKC1620 y  los oligonucleótidos 
5'BamHI-NM y NM-3'BspEI (Tabla 7). Por otro lado, se amplificó el gen mCherry  utilizando como 
molde el plásmido pWH1(A31V)-mCherry  y  los oligonucleótidos 5'BspEI-mCherry  y  mCherry-
NotI3' (Tabla 7). Estos dos fragmentos resultantes se digirieron con la enzima BspEI y  se ligaron. 
Sobre este producto se realizó una segunda PCR utilizando los oligonucleótidos 5'BamHI-NM y 
mCherry-NotI3'. El fragmento resultante se digirió con las enzimas BamHI y  NotI y  se introdujo en 
el plásmido pCM182, previamente tratado con las mismas enzimas.
2. BIOQUÍMICA DE LOS AGREGADOS
2.1. Expresión de proteínas bajo el promotor de galactosa
Las células de la estirpe BSC783/4a (Tabla 2) (cedida por el laboratorio de Mick F. Tuite; 
Parham y  col., 2001), previamente transformadas con la serie de vectores pYEF2, se crecieron 
primero en YPD-agar y  después se inocularon en 200 ml de YPD líquido. Estas se dejaron crecer 
a 27ºC hasta que alcanzaron una DO600 de 0.5 y, a continuación, se centrifugaron durante 5 
minutos a 3000 rpm a 4ºC, eliminándose el sobrenadante y  resuspendiéndolas en 200 ml de PBS 
frío. Se volvieron a centrifugar durante 5 minutos a 3000 rpm, se retiró el sobrenadante y  se 
resuspendieron las células en 200 ml de YPD, 2%rafinosa, 0.1%glucosa. Las levaduras se 
dejaron crecer hasta una DO600 de 0.5-0.8, momento en el que se indujeron con galactosa (2%). 




2.1.1. Lisado de células de S. cerevisiae
Tras la sobreexpresión de proteína, las células fueron centrifugadas y, eliminando el 
sobrenadante, se resuspendieron en 500 μl de solución de lisis (25 mM Tris-HCl pH 6.8, 250 mM 
NaCl, 5 mM EDTA, 10% glicerol, más inhibidores de proteasas). Posteriormente, se añadió un 
tercio del volumen de esferas de vidrio (Lysing Matrix C-MP) y  se lisaron las levaduras a 4°C en el 
homogeneizador FastPrep-MP (30 seg, potencia V, 5 veces). Finalmente, las muestras se 
centrifugaron durante 3 minutos a 2500 rpm, sedimentando las células que no se habían lisado y 
recuperándose el sobrenadante.
La sobreexpresión se comprobó a través de geles de SDS-PAGE (al 10%) y  posterior 
Western Blot, utilizando como anticuerpo primario un anti-HA (dilución 1:1000) y como secundario 
un anti-ratón conjugado con HRP (dilución 1:10000). La detección de la señal química se realizó 
mediante quimioluminescencia (ECL Plus).
2.2. Caracterización de los agregados
2.2.1. Ensayo de sedimentación: fraccionamiento de extractos celulares
Una vez que las células fueron lisadas, se tomaron 200 μl y  se centrifugaron a 50000 rpm 
durante 15 minutos a 4ºC. Se recogió el sobrenadante y  el sedimento se resuspendió en 200 μl de 
solución de lisis.
Las muestras se resuspendieron en tampón de carga de proteínas, hirviéndolas durante 15 
minutos y  se centrifugaron durante 10 minutos, antes de ser cargadas en un gel de SDS-PAGE (al 
10%). Posteriormente, se realizó un Western blot utilizando el anticuerpo primario anti-HA (dilución 
1:1000) y como secundario un anti-raton (dilución 1:10000).
2.2.2. SDD-AGE de los extractos totales de células de levadura lisadas
Se tomaron 45 μl de la muestra de levaduras lisadas y  se le añadieron 15 μl de tampón de 
carga 4X (TAE 2X, 20% glicerol, 8%  sarcosyl, 0,5 g/l azul de bromofenol e inhibidores de 
proteasas), incubando las muestras a temperatura ambiente durante 10 minutos y  cargándolas en 
un gel 1,5% de agarosa TAE 1X, SDS 0,1%. La electroforesis se desarrolló a 100V-400 mA 
durante 7,30H a 10ºC. La transferencia se realizó como está descrito en el apartado Métodos 
2.2.2)
La membrana se bloqueó en TBST suplementado al 5% con leche en polvo desnatada toda 
la noche y  se incubó primeramente con el anticuerpo anti-HA (dilución 1/1000) y  después con un 
anti-ratón conjugado con HRP (dilución 1:10000). La detección de la señal luminescente se realizó 
usando el reactivo ECL-Plus.
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3. CARACTERIZACIÓN DEL POTENCIAL DE LA SECUENCIA WH1-R PARA LA 
FORMACIÓN DE PRIONES FUNCIONALES
3.1. Ensayo de mantenimiento de [PSI+]
3.1.1. Fenotipo por color y crecimiento en medio deficiente en adenina (SD-Ade)
Para realizar el ensayo de fenotipo por color (Figura 15) (Parham y  col., 2001), se utilizó la 
estirpe 74D-694 (Tabla 2) (von der Haar y  col., 2007). El hecho de que SUP35 sea un gen 
esencial y que sea necesario trabajar con una estirpe ΔSUP35, motivó el que se utilizase el auxilio 
del plásmido pYK810 (Kikuchi y col., 1988), que contiene una copia del gen SUP35. Esta estirpe, 
que posee el gen SUP35 interrumpido por la secuencia LoxP, fue cedida por el laboratorio de Mick 
F. Tuite.
Figura 15. Esquema del ensayo del mantenimiento de [PSI+] por las versiones truncadas de Sup35p en la 
estirpe 74D-694. Esta estirpe posee una disrupción en el gen Sup35::loxP y porta una copia silvestre de 
SUP35 en el plásmido pYK810. Los plásmidos derivados de pUCK1620, que poseen alelos modificados en 
el extremo N-terminal de SUP35 por repeticiones de WH1(R), se transforman y se seleccionan en medio 
que contiene FOA. El fenotipo [PSI+] se valora por la supresión del alelo ade1-2 que, de no ser suprimido, 
se manifiesta en un fenotipo de color rojizo y por ausencia de crecimiento en medio sin adenina.
El plásmido pUKC1620 (con los distintas alelos de SUP35 modificados con WH1-Rs) (Tabla 
4) se electroporó en la estirpe 74D-694 [pYK810]. Los transformantes se seleccionaron en medio 
SD-His. Éstos fueron posteriormente replicados en placas cuyo medio contenía 5-FOA (ácido 5-
fluoro-orótico), ya que el plásmido pYK810 (Tabla 4) porta el marcador URA3: en presencia de 
FOA se seleccionaron las células que habían perdido pYK810 (el ácido 5-FOA genera un producto 
letal debido a la acción de Ura3p) (Kaiser y  col., 1994). Finalmente los transformantes se 
sembraron en placas de agar con medio ¼ YPD (para resaltar la coloración rojiza) y, tras 52 horas 
de crecimiento, se observó el fenotipo color blanco o rojo de cada una de las estirpes. Por otro 
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lado, un duplicado de los transformantes se sembró placas SD-Ade y se observó el crecimiento (o 
no) en este medio selectivo.
3.1.2. Ensayo de curación de [PSI+]: efecto del cloruro de guanidina
A partir de un inóculo crecido durante toda la noche y  tras diluirlo a una DO600 inicial de 0.1, 
el cultivo de levadura se dejó crecer durante 4 horas (a 30ºC). Transcurrido este tiempo se le 
añadió cloruro de guanidina (4 mM) y, tras 3 horas de crecimiento, se llevó cada cultivo a una 
DO600 de 0.01, volviendo a añadir éste a la misma concentración, y se dejó crecer durante toda la 
noche. Al día siguiente el cultivo control (sin cloruro de guanidina) se llevó a la DO  del cultivo con 
guanidina y  ambos se dejaron crecer durante 8 horas. Finalmente, se sembraron las células en 
placas con medio ¼ YPD y, tras 72 h de crecimiento a 30ºC, se realizó el recuento del número de 
células rojas y blancas.
3.2. Visualización de los agregados al microscopio de fluorescencia
3.2.1. Sobreexpresión de las quimeras de NM_WH1-R rojas fluorescentes por 
inducción con doxiciclina (TET-ON)
Se utilizó la estirpe 74D ΔNM (Tabla 2), cedida por el laboratorio de Susan Lindquist, 
(Chernoff y  col., 1995) para la expresión de la colección de proteínas NM_WH1-R (NM-mCherry, 
NM(R0)-mCherry, NM_R0+WH1-R2-mCherry  y  NM_R0+WH1-R4-mCherry). Éstas se habían 
clonado en el plásmido pCM182 (Tabla 4) (Garí y  col., 1997; cedido por Martí Aldea) bajo un 
promotor regulable por tetraciclina (inducible por doxiciclina). La estirpe 74D ΔNM, fue elegida ya 
que posee una copia de SUP35 delecionada en su dominio formador del prion PrD (ΔNM) 
haciendo que el dominio de terminación de la traducción (C-terminal) sea inmune al secuestro por 
la agregación amiloide, garantizando así su viabilidad (Tyedmers y col., 2010b).
De un cultivo saturado de 74D ΔNM (transformada con los plásmidos, pCM182_NM-
mCherry, pCM182_NM(R0)-mCherry o pCM182_NM-WH1(R2/R4)-mCherry) se preparó una 
dilución 1/100 en medio YPD líquido, se le añadió doxiciclina (1 g/l) y  se dejó crecer durante toda 
la noche. Al día siguiente se diluyó de nuevo el cultivo (1/100) y  se le añadió 0.01 g/l de 
doxiciclina, dejándolo crecer hasta el día siguiente. Este proceso se repitió de igual manera para 
la estirpe MW123 (Tabla 2) (Δssa1 y Δssa2), cedida por el laboratorio de E. Craig (Werner-
Washburne y col., 1987), asimismo transformada con los vectores pCM182 que portaban las 
fusiones a mRFPs (mCherry).
Finalmente, las muestras se fijaron siguiendo el mismo protocolo aplicado a las  bacterias y 




1. EFECTO DEL AMILOIDE WH1(A31V) EN E. coli in vivo
1.1. Efecto del ADN en la agregación intracelular
La secuencia que codifica el dominio WH1 de la proteína RepA silvestre (WT), así como la 
forma mutante A31V, que tiene su potencial amiloidogénico aumentado (Giraldo, 2007), fueron 
clonadas fusionadas a una versión monomérica de la proteína roja fluorescente (mCherry; Shaner 
y  col., 2004), en un plásmido de alto número de copias inducible con IPTG. En paralelo, se 
construyeron sobre estos mismos plásmidos, vectores con 18 repeticiones en tándem de la 
secuencia de ADN de 11 pb opsp, secuencia que promueve la amiloidosis de RepA-WH1 in vitro 
(Giraldo, 2007; Gasset-Rosa y  col., 2008b). Las repeticiones (opsp)18 fueron clonadas justo 
después del gen WH1-mCherry, de manera que, teniendo en cuenta la limitación de la difusión de 
macromoléculas impuesta por la aglomeración del citoplasma (Zhou y col., 2008), se favorezca la 
unión de la proteína recién sintetizada a las secuencias diana del ADN adyacente (Figura 16.A).
El análisis por microscopía de fluorescencia de la estirpe bacteriana MC4100, que expresa 
el represor LacIq, transformada con pWH1(WT)-mCherry  mostró, tras inducir con IPTG, una señal 
difusa con distintas intensidades de fluorescencia a lo largo del citoplasma. Por el contrario, la 
expresión de la variante A31V dió lugar a la aparición de al menos dos intensos focos 
fluorescentes, generalmente localizados en posiciones ¼ y  ¾ a lo largo del citoplasma, en el 17% 
de las células. El alto número de copias que posee el plásmido con la secuencia (opsp)18 (40-250 
por célula), incrementó el porcentaje de células que poseían marcaje fluorescente hasta un 40% 
en WH1(A31V) (Figura 16.B). Además los focos en presencia de las copias adicionales de opsp 
son de mayor tamaño que aquellos observados en su ausencia (0.93 ± 0.15 μm2 frente a 0.52 ± 
0.08 μm 2, respectivamente). En todos los demás experimentos expuestos en las secciones I y  II 
se han incluido las repeticiones opsp con el fin de potenciar la incorporación de moléculas de 
WH1(A31V) a las inclusiones.
El fluoróforo BTA-1 es un derivado de la tioflavina (Th-T) específico de las estructuras 
amiloides en lámina-ß cruzada. Además, posee la capacidad de penetrar la membrana celular y 
de no unirse al  ADN (Cordeiro y  col., 2001). Estas propiedades son derivadas de su carga neutra 
en lugar de positiva, como la de Th-T (Wu y col., 2008). En bacterias que expresaban WH1
(A31V)-mCherry, BTA-1 colocalizaba con las inclusiones, indicando la naturaleza amiloide 
intrínseca de los núcleos de agregación (Figura 16.C).
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Figura 16. Rep-WH1(A31V) fusionada a mCherry se acumula como inclusiones amiloides en el citoplasma 
de E. coli. (A) Esquema lineal de los plásmidos utilizados para la sobreexpresión de WH1-mCherry bajo el 
promotor tac. Se indican las variantes WT y A31V (*) y las repeticiones (opsp)18 localizadas en cis. (B)
Imágenes de E. coli MC4100 transformada con los plásmidos pWH1(WT/A31) +/- [opsp]18. Después de 2 
horas de inducción con IPTG, las células se fijaron y se incubaron con DAPI para la visualización del ADN. 
Se muestran superpuestas áreas representativas de imágenes tomadas por microscopía de fluorescencia 
tras la excitación a 546 nm (emisión en rojo, mCherry) y 360 nm (emisión azul, DAPI). En la esquina inferior 
izquierda, se muestra la fracción decimal de las células fluorescentes rojas y el número de células totales 
contadas. WT genera una señal difusa mientras que A31V dos núcleos intensos. La presencia de opsp 
incrementa la intensidad de fluorescencia. (C) Tinción con el fluoróforo amiloidofílico BTA-1 de células 
inducidas con A31V-mCherry. (a) Imagen en contraste de fase; las flechas indican las inclusiones 
citoplasmáticas densas. (b) Imagen de flourescencia intrínseca roja (mCherry). (c) Tinción con BTA-1 
(verde-azulado). (d) Superposición de las imágenes (b) y (c), en la que se aprecia colocalización de los 
focos rojos y verdes, que coinciden con las inclusiones en (a). La barra representa 2 μm.
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1.2. Toxicidad de RepA-WH1(A31V)
1.2.1. Fenotipos en la transformación
i. Eficiencia de transformación
Cuando se transformaron los plásmidos pWH1-mCherry en la estirpe MC4100, la 
construcción que portaba la proteína WT presentaba el doble de eficiencia de transformación que 
la del mutante A31V. Por otro lado, existía una diferencia de tonalidad entre ellas: las colonias 
WH1(WT) tenían un color rojo intenso, mientas que las colonias WH1(A31V) presentaban dos 
tipos tonalidades, unas de color rojo más pálido que las WT, (en un 90%  de los clones) y otras 
blancas (en un 10%), siendo además estas últimas de mayor tamaño (Figura 17.A). Resultados 
similares se obtuvieron también para las estirpes MG1655 y Fusion Blue de E. coli K12.
ii. Transposición del elemento móvil IS10
Cuando se realizó el aislamiento de los plásmidos de las colonias rojas tanto de la estirpe 
WT como de la A31V se pudo observar que sus tamaños eran iguales, mientras que los plásmidos 
aislados de las colonias blancas presentaban un aumento de tamaño y  del número de copias (de 
2.5 a 3 veces) con respecto a los dos primeros. El análisis por restricción mostró que las colonias 
blancas presentaban plásmidos, aproximadamente, 1Kpb mayores de lo esperado (Figura 17.B). 
La secuenciación de su ADN mostró que en todos procedentes plásmidos de colonias blancas, se 
había insertado un elemento genético móvil IS10 (De Palmenaer y  col., 2008) en la secuencia del 
gen WH1(A31V)-mCherry (Figura 18). Esta inserción provocó la no expresión de la proteína de 
fusión, como se confirmó mediante Western blot (Figura 17.C). La inactivación de ORFs por 
transposición de elementos IS10 ha sido descrita en otros plásmidos de E. coli que mostraban 
expresión proteica defectiva (Bogosian y col., 1993). Esta era una primera señal de la diferencia 
de toxicidad entre la variante amiloidogénica A31V y  su versión WT y por otro lado, demuestra la 
plasticidad que posee el genoma bacteriano en respuesta a estrés. En todos los experimentos 
posteriores se trabajó con inóculos de colonias rojas de siembra reciente.
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Figura 17. Efecto fenotípico de la transformación de pWH1(A31V)-mCherry en células de E. coli MC4100.
(A) Se transformó dicha estirpe con los plásmidos pWH1(A31V/WT)-mRFP+ (opsp)18 y se sembró en 
placas de LB-ampicilina. Aparecen diversas tonalidades de colonias, rojas y blancas. (B) De los 
transformantes resultantes (de colonias tanto rojas como blancas) se purificó por triplicado el ADN 
plasmídico, se cuantificó por absorción ultravioleta y se analizaron las formas superenrolladas por 
electroforesis en geles de agarosa (se cargó en el gel 1/15 de cada preparación de DNA) tras su digestión 
con HindIII, enzima de supuesto corte único. Las colonias A31V-blancas poseen todas ellas un plásmido de 
tamaño inesperado, 1 Kbp  mayor (*), que los de las colonias rojas. (C) Se analizaron por SDS-PAGE y 
tinción con plata los lisados de células. Se seleccionaron por triplicado células de colonias rojas y blancas a 
t=0 (preinducción) y a las dos horas tras la inducción con IPTG (0.5 mM). Posteriormente, se analizaron por 




Figura 18. El elemento genético móvil IS10 interrumpe el gen His6-WH1(A31V)-mCherry localizado en 
plásmidos aislados de colonias blancas de E.coli MC4100. Se representa la secuencia del ADN de la mitad 
5ʼ  de His6-WH1(A31V)-mCherry de plásmidos aislados de 3 colonias blancas independientes. His6-WH1-
mCherry se destaca en color rojo; las secuencias relevantes del vector de expresión en negro: el promotor 
Ptac, con las cajas -35 y -10, las repeticiones del operador invertido de LacI y el sitio de unión al ribosoma 
(RBS) del ARNm. Un análisis bioinformático (http://www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/index.html) identificó la 
secuencia de 1329 pb  como un miembro de la familia de elementos de inserción IS10, que incluye su 
transposasa (tnp10, en verde). Los límites de IS10 se indican en azul, mientras que las flechas negras 
muestran las repeticiones terminales invertidas, a la izquierda (IRL) y a la derecha (IRR). El mecanismo de 
transposición conlleva la duplicación de una secuencia diana de 9 pb (en morado).
1.2.2. Proliferación celular
i. Efecto de los agregados en la división
Para estudiar si las inclusiones resultan perjudiciales para el crecimiento de las células de E. 
coli se realizaron estudios de microscopía de fluorescencia a tiempos seriados (time-lapse). Las 
células que sobreexpresaban la proteína WT como señal difusa en el citoplasma, presentaban 1.7 
veces aumentado su tiempo de generación en comparación con células no fluorescentes 
(Película S1), mientras que las células que portaban los focos fluorescentes (A31V 
sobreexpresada) presentaban aumentado su tiempo de generación hasta en 5 veces (Película 
S1). Esto hace que las células sin inclusiones fluorescentes se conviertan en la población celular 
mayoritaria de las microcolonias. Este resultado es compatible con la observación de la 
disminución de la intensidad rojiza de las colonias A31V con respecto a las WT cuando se 
transformaban en MC4100 (Figura 17), ver apartado Resultados 1.2.1.ii.
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ii. Transmisión vertical de las inclusiones: RepA-WH1 como prionoide
El seguimiento de la proliferación de las células mediante time-lapse, mostró que las 
inclusiones WH1(A31V)-mCherry  se transmitían de célula madre a hijas (Figura 19.a, 19.b). Se 
observó cómo 20-30 minutos antes de la constricción ecuatorial que divide las células hijas 
(indicación morfológica de citoquinesis) aparecía al menos una partícula pequeña extra en el 
citoplasma (flecha). La situación más frecuente era la de células que, poseyendo dos grandes 
agregados sub-polares, mostraban la emergencia de una partícula fluorescente central con 
tendencia a localizarse en medio del citoplasma, cerca del nuevo polo celular (Figura 19.a, 
células marcadas como A y  Bʼʼ). En el momento de la división, ese primordio amiloide suele crecer 
hasta alcanzar el tamaño de una inclusión madura proteica, que puede llegar a impedir 
temporalmente la septación y  da lugar a células elongadas (Figura 19.a Aʼ y  Aʼʼ). Las células 
detenían entonces su división hasta que eventualmente se producía la herencia asimétrica de la 
inclusión central.
Figura 19.a Dinámica in vivo de las inclusiones WH1(A31)-mCherry seguidas por microscopía time-lapse. 
Se muestran imágenes de dos células de E. coli, marcadas como A y B, que portan partículas de inclusión y 
que crecen en LB-agar a 37°C (fila primera y tercera, imágenes en contraste de fases; fila segunda y cuarta, 
fluorescencia mCherry). Se tomaron imágenes seriadas, a los intervalos de tiempo indicados en la parte 
inferior derecha de cada imagen, empezando 15 minutos después de la adición del IPTG. Las células hijas 
están marcadas como prima (ʼ) (primera generación) y secunda (ʼʼ) (la segunda generación). Las flechas 
indican las partículas fluorescentes emergentes, de color acorde con su orden de aparición (blanco → 
amarillo). La barra representa 2 μm.
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Otro tipo de células eran las que poseían una inclusión central y otra subpolar (Figura 19.a 
B), donde la partícula fluorescente emergía en el polo vacío, produciéndose una citoquinesis 
asimétrica entre las células hijas, de modo que cada una llevaba o una sola inclusión (Figura 19.a 
Bʼ) o dos inclusiones sub-polares (Figura 19.a Bʼʼ). Si se observan con detalle las células que 
poseen una inclusión central (Figura 19.b célula A), se puede descubrir que la citoquinesis es 
capaz de distribuir asimétricamente la inclusión de la célula madre a una de las células hijas, que 
tendrá posteriormente localización sub-polar (Figura 19.b Aʼ). La transmisión de amiloides a la 
otra célula hija dependerá de la aparición espontánea, presumiblemente promovida por ADN, de 
un nuevo primordio amiloide. Esta situación es una fuente potencial de “curación”, proceso por el 
cual las células quedan desprovistas de inclusiones. Si la inclusión única tenía localización 
subpolar, la nueva partícula emergente aparecería en polo celular opuesto (Figura 19.b célula B y 
Aʼ), continuando el proceso de propagación. Por otro lado, la célula hija que portaba la inclusión 
cerca del polo y  que se había dividido ya dos veces permanecía quiescente, mostrando una 
reducción de su capacidad proliferativa.
Figura 19.b Dinámica in vivo de las inclusiones WH1(A31)-mCherry seguidas por microscopía time-lapse a 
intervalos de tiempo de 5 minutos. Crecimiento y división de células con una inclusión amiloide central (A) o 
subpolar (B). Las flechas que apuntan a las partículas emergentes fluorescentes WH1(A31V)-mCherry 
están coloreadas siguiendo el orden: blanco→amarillo→verde. Se aprecian 3 generaciones sucesivas de 
priomordios amiloides. La barra representa 2 μm. 
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La expansión del tiempo de generación y la quiescencia de células que poseen el polo viejo 
son síntomas de envejecimiento en células de E. coli que portan cuerpos de inclusión (Stewart y 
col., 2005; Lindner y  col., 2008; Winkler y col., 2010). Los cuerpos de inclusión presentan más 
homogeneidad en tamaño y  distribución citoplasmática, un número más reducido y, además, 
generan menor toxicidad (Lindner y  col., 2008; de Groot y  col., 2009) que las inclusiones WH1
(A31V)-mCherry.
1.3. Características ultraestructurales y distribución intracelular de las 
inclusiones amiloides
Con el fin de estudiar la estructura de las inclusiones amiloides intracelulares se analizaron 
secciones celulares mediante microscopía confocal e inmuno-microscopía electrónica (iME). Las 
proteínas de fusión fueron marcadas con anticuerpos que reconocen el epítopo de seis histidinas 
situado en su extremo N-terminal y  aquéllos fueron localizados a su vez con anticuerpos 
conjugados con un fluorocromo verde (microscopía de fluorescencia) o con nano-partículas de oro 
(iME).
Las secciones confocales de células que portaban la proteína WH1(WT)-mCherry 
mostraban como ésta se distribuía homogéneamente a lo largo del citoplasma, mientras que en el 
caso de la variante A31V se agrupaba en inclusiones o focos (Figura 20.A).
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Figura 20. Análisis ultra-estructural de las inclusiones amiloides en células de E. coli MC4100. (A) 
Secciones confocales (Δz=0.204 μm) de bacterias que expresan WH1(WT)-mCherry (izquierda) o WH1
(A31V)-mCherry (derecha). Se muestra la fluorescencia mCherry (a, rojo); la señal del anti-His con etiqueta 
fluorescente (b, verde); (c) la superposición de (a) y (b). Las flechas indican los primordios amiloides. La 
barra representa 3 μm. (B) Inmuno-electro microscopía de secciones finas a lo largo de bacterias que 
expresan WH1-mCherry, tanto WT (panel superior) como A31V (abajo). Los cuadrados se corresponden con 
las regiones amplificadas a la derecha. Los anticuerpos conjugados con partículas esféricas de oro (∅ ≈ 10 
nm) decoran el anticuerpo primario, unido a su vez a los complejos de proteína His6-WH1(A31V). La señal 
se localiza en las regiones electrondensas donde se disponen los agregados WH1(A31V). En cambio, está 
dispersa a lo largo del citoplasma en WH1(WT). La flecha señala un primordio oligomérico amiloide. Las 
barras representan 200 nm.
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Se apreciaron en las imágenes de iME cómo las células que expresaban WH1(A31V) 
presentaban inclusiones electrondensas de mayor volumen, segregadas del nucleoide, éste último 
identificado por los filamentos de nucleoproteínas (Figura 20.B). También se identificaron 
pequeños primordios amiloides oligoméricos en forma de inclusiones electrondensas, que estaban 
marcados a su vez por las partículas de oro (Figura 20.B, arriba; flecha en panel b).
2. FACTORES INVOLUCRADOS EN LA AMILOIDOSIS  DE WH1(A31V): 
CHAPERONAS
2.1. Amiloidogénesis en estirpes de E. coli deficientes en chaperonas (dnaKts/
clpB) 
Con el fin de obtener una expresión más regulada de los amiloides RepA-WH1, en lugar de 
utilizar el plásmido de alto número de copias pWH1-(A31V)-mCherry, derivado de pUC18 (50-250 
copias/célula), se clonó de nuevo el módulo repA-WH1(A31V)-mCherry  más el promotor Ptac y  el 
gen del represor laciq en un replicón RK2, de menor número de copias (5 a 8 por célula) (Figura 
21.A). El hecho de que el propio represor esté clonado junto al gen repA-WH1(A31V) hace que la 
represión esté más regulada y  por lo tanto los niveles basales de proteína previos a la inducción 
por IPTG sean casi nulos. Disponíamos así de un sistema de expresión de la proteína RepA-WH1
(A31V) más apropiado para la realización de estudios fisiológicos.
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Figura 21. Expresión del amiloide RepA-WH1(A31V)-mCherry en las estirpes de E.coli MC4100 (silvestre), 
o en mutantes isogénicas para las dos chaperonas de estudio: dnaK756ts (JGT20) o ΔclpB (JGT3). (A) 
Esquema lineal (no dibujado a escala) del vector utilizado para expresar el prionoide RepA(A31V)-mCherry. 
(B) Imágenes capturadas en el microscopio de fluorescencia de campos representativos formados de 
cultivos después de la inducción con IPTG. Se superponen las imágenes de DIC y de fluorescencia roja. La 
columna de la derecha muestra (emisión roja fluorescente) una magnificación de 6 veces de los sectores 
encuadrados en amarillo. Se observa en la estirpe JGT20 una disminución de las células que poseen 
fluorescencia y el aumento de tamaño de las mismas.
El plásmido resultante, pRK2-WH1(A31V)-mCherry, se transformó en las estirpes de E. coli 
MC4100 y  sus isogénicas JGT20 (dnaK756) y  JGT3 (ΔclpB). El hecho de que dnaK sea un gen 
esencial, hace que fuera necesario el empleo de un alelo termosensible en lugar de nulo. En las 
condiciones de crecimiento utilizadas, la chaperona DnaK756 es ineficaz en la asistencia al 
plegamiento de proteínas in vitro (Buchberger y col., 1999) y en la replicación del ADN tanto in 
vitro como in vivo (Giraldo-Suárez y  col., 1993). Ya que la biogénesis de los ribosomas depende 
de DnaK (Alix y  Guerin, 1993), no es sorprendente que la expresión de RepA-WH1(A31V)-
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mCherry  en la estirpe dnaK756 fuera de un 60% con respecto a los niveles expresados en las 
otras dos estirpes (Figura 23.A).
2.1.1. Microscopía de fluorescencia
i. Expresión del prionoide RepA-WH1(A31V)
La expresión de RepA-WH1(A31V), después de 30 minutos de inducción con IPTG, da lugar 
a la acumulación de grandes corpúsculos fluorescentes con distribución y  número heterogéneos. 
Se ensayó en las tres estirpes MC4100, JGT20 (dnaK756) y JGT3 (ΔclpB) (Figura 21.B), siendo 
el aspecto de las partículas idéntico en todas ellas y  a su vez igual que el observado cuando la 
expresión de la proteína provenía del plásmido de alto número de copias pWH1(A31V), como se 
apuntó en el apartado anterior (Fernández-Tresguerres y col., 2011).
De las tres estirpes en las que se sobreexpresó RepA-WH1(A31V), el fenotipo más 
destacado es el observado en la estirpe con fondo dnaK756: se apreció una disminución de la 
población de células que poseen focos fluorescentes (de un 40-50% a las 2 y  4 horas de 
inducción, respectivamente) (Figura 21.B, 25.A). En cambio, esto no ocurrió en la estirpe ΔclpB, 
pues todas las células portaban núcleos fluorescentes. Por otro lado, cabe destacar que las 
células JGT20 incrementaban su tamaño promedio y  filamentaban, fenotipo característico de 
estirpes con el alelo dnaK756 sometidas a condiciones de choque término a 42°C (Bredeche y 
col., 2001). Parece que, aun a temperaturas permisivas, la expresión a largo plazo del prionoide 
provoca filamentación celular (Figura 21.B, 25.B).
ii. Complementación con DnaK y ClpB
Los genes dnaK y  clpB se clonaron en el vector p15A, compatible con el vector de expresión 
pRK2 y que posee un número de copias moderado (13-39 por célula), cuya regulación está bajo 
un promotor inducible por arabinosa (Figura 22.A). Además, la clonación de los genes se diseñó 
de modo que se fusionó en sus extremos N-terminales una etiqueta de 6 histidinas, epítopo que 
también posee RepA-WH1(A31V).
Los ensayos de complementación, en los que se sobreexpresa RepA-WH1(A31V) junto con 
la chaperona correspondiente a la estirpe deficiente, se realizaron tras calibrar previamente las 
concentraciones de Ara y  de IPTG a través de la cuantificación por Wertern blot de la etiqueta de 
6 histidinas. De esta manera se consigue una expresión aproximadamente equimolar del 
prionoide RepA-WH1(A31V) y de las chaperonas durante la primera mitad del experimento (0.5-2 
horas), mientras que se duplican las moléculas de chaperona con respecto a las de prionoide a 
partir de la segunda mitad (2-4 horas) (Figura 23.B). Por otro lado, también se probaron distintos 
órdenes de adición secuencial de cada inductor (con un intervalo de 30 minutos). Así se pretendía 
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comprobar si la expresión previa de las chaperonas o del prionoide tenía algún efecto sobre los 
agregados finalmente formados.
Figura 22. Expresión del amiloide RepA-WH1(A31V)-mCherry en las estirpes deficientes para chaperonas 
(JGT20, JGT3). (A) Esquema lineal (no dibujado a escala) del vector p15A utilizado para expresar las 
chaperonas DnaK o ClpB. Este plásmido es compatible con el pRK2-WH1(A31V), ambos están basados en 
replicones de bajo y moderado número de copias (RK2-trfA y p15A), distintos marcadores de resistencia a 
antibióticos (ampicilina-Ap y cloranfenicol-CM) y los promotores inducibles independientes Ptac y ParaB, 
incluyendo los genes que codifican los respectivos represores (LacIq y AraC).(B) Los inductores IPTG y Ara 
se añadieron en ambos órdenes (+ind.1 → +ind.2) con un intervalo de tiempo de 30 minutos. Se 
sobreexpresaron primero el prionoide (Amilo → DnaK/ClpB) o la chaperona (DnaK/ClpB  → Amilo). La 
chaperona Hsp70 desorganiza parcialmente las partículas amiloides globulares generando agregados 
difusos y elongados (se indican con flechas).
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Primeramente, cabe destacar que la sobreexpresión de DnaK recuperó enteramente el 
fenotipo que manifestaban las células dnaK756 (Figura 22.B), restableciéndose en el 40%  de 
células el tamaño normal y  la no formación de filamentos (Figura 25.B). Por otro lado, aumentó 
hasta un 90%  la población de células que poseían inclusiones. La complementación con ClpB en 
células con fondo ΔclpB provocó un ligero aumento en el tamaño celular y  en la proporción de 
células que portan inclusiones. Como controles, la expresión de las chaperonas en la estirpe WT 
de E. coli (MC4100) no tuvo mayor efecto y  la expresión de RepA-WH1(A31V) en una estirpe 
doble mutante para DnaK y  ClpB (dnaK756 ΔclpB) dio lugar a una sustancial reducción en la 
formación y  transmisión de los agregados fluorescentes. Finalmente, este fenotipo revirtió con la 
complementación de una u otra chaperona (Figura 24).
El mayor efecto se observó con la complementación de DnaK: se produjo un cambio en la 
apariencia de los agregados RepA-WH1(A31V), que adquirieron aspecto elongado o difuso que se 
asemejaba a la forma de un “cometa”. Esta estructura aparecía en un 70-95% de las células 
(Figura 25.C). Esto sugiere que las partículas sufren una desorganización por la acción directa de 
DnaK. Por su parte, la sobreexpresión de ClpB dió lugar a partículas fluorescentes con aspecto de 
hallarse altamente compactadas (Figura 22) en un 75-95% de las células. Este porcentaje era 
similar al observado en la estirpe con fondo genético silvestre (Figura 25.C). Finalmente, no se 




Figura 23. Análisis cuantitativo de la expresión de WH1(A31V) (A) y de DnaK y ClpB  (B) mediante Western 
blot usando un anticuerpo monoclonal contra el epítopo de histidinas localizadas en el extremo N-terminal 
que poseen las tres proteínas. Se ha representado la media estimada del número de moléculas de proteína 
por célula a lo largo del tiempo de inducción.
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Figura 24. Expresión de RepA-WH1(A31V) en la estirpe doble mutante JGT32 (dnaK756 y ΔclpB). A la 
izquierda, imágenes de cultivos inducidos de bacterias que portan el vector de expresión RepA-WH1(A31V). 
En los paneles centrales y derecha, cuando se complementó con los vectores de expresión que portan las 
chaperonas DnaK o ClpB, que fueron inducidos y procesados a los intervalos de tiempo indicados, tal y 
como se describe en la sección de Materiales y  Métodos. La complementación con una u otra chaperona 
causa la aparición de corpúsculos fluorescentes (agregados).
En cuanto al número de agregados por célula (Figura 25.D) la clase más abundante para 
las células MC4100 y  ΔclpB era la de 2 agregados característicos en posición axial ¼ y  ¾ (en un 
50-60%). Mientras que para las células con fondo dnaK756, la más abundante correspondió a 
múltiples agregados (3 o más) por célula, efecto debido en parte al mayor tamaño de las células 
en esta estirpe. La sobreexpresión de una u otra chaperona incrementó la proporción de células 
con 3 o más agregados en un 50-70%, aunque la naturaleza difusa de las partículas cuando DnaK 
es la chaperona estudiada hizo difícil el precisarlo.
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Figura 25. Gráficas de las cuantificaciones de células de E. coli en tres experimentos independientes 
llevados a cabo bajo las condiciones del ensayo de las Figuras 21 y 22 (A) Porcentaje de células que 
contienen focos rojos fluorescentes. (B) Tamaño promedio de las células. (C) Proporción de las células que 
contienen agregados globulares o elongados/de forma irregular. (D) Distribución del número de agregados 
por célula. El muestreo se realizó sobre células recolectadas a tiempos de inducción de 0, 2 y 4 horas. Al 
menos 100 células se contaron para cada tipo y clase. Las barras de error representan la desviación 
estándar de los valores medios, representados en forma de histograma (barras).
2.2. DnaK genera oligómeros transmisibles verticalmente
2.2.1. Microscopía confocal y electrónica de transmisión
Para explorar con más detalle la acción de las chaperonas sobre los agregados RepA-WH1
(A31V)-mCherry  se llevó a cabo la inmuno-localización de las mismas en células que expresaban 
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el prionoide junto con las distintas chaperonas y, posteriormente, se visualizaron mediante 
microscopía confocal (Figura 26) y  microscopía electrónica de transmisión (Figura 27). Las 
imágenes obtenidas por microscopía confocal precisaron que el nucleoide y  las partículas 
amiloides grandes de RepA-WH1(A31V) se excluyen mutuamente, un fenómeno determinado por 
la disipación de entropía por los grandes ensamblajes intracelulares (Jun y  Wright, 2010). Las 
inclusiones de mayor tamaño tenían localización subpolar, mientras que las globulares más 
pequeñas estaban dispersas en el citoplasma. Ni la chaperona DnaK, ni la disgregasa ClpB 
colocalizaban significativamente con el nucleoide o con los grandes agregados. ClpB se localizaba 
intercalada y, en cierta medida, alrededor de los agregados, mientras que DnaK parecía agrupada 
colocalizando con las partículas agregadas pequeñas (Figura 26).
La microscopía electrónica de transmisión confirmó este patrón de distribución. Viendo en 
detalle las imágenes de la estirpe dnaK756 complementada mediante la expresión de DnaK, se 
apreció que junto a los agregados grandes, irregulares y  electrondensos de RepA-WH1(A31V) se 
identificaron partículas con forma elipsoide que presentaban una intensidad de contraste distintiva. 
Este fenómeno podría reflejar un empaquetamiento diferencial en una subpoblación de agregados 
RepA-WH1(A31V). Además, las moléculas de DnaK colocalizaban preferencialmente en estas 




Figura 26. Distribución intracelular de RepA-WH1(A31V)-mCherry y de las chaperonas DnaK/ClpB 
analizada a través de microscopía de epifluorescencia y confocal. (A) La complementación en las estirpes 
dnaK756 y ΔclpB se llevó a cabo mediante la sobreexpresión de las chaperonas DnaK y ClpB, 
respectivamente, añadiendo de manera consecutiva Ara e IPTG  (Figura 22). La señal endógena mCherry 
(rojo) y la extrínseca (verde), ésta a través del inmuno-marcaje fluorescente, localizan el prionoide  y las 
chaperonas, respectivamente. También se realizó el marcaje del ADN con DAPI. (B) Los canales de color 
(RGB) están representados a través de secciones longitudinales (líneas amarillas discontinuas) de células 
(1 y 2), que expresan chaperonas. El perfil parece mostrar una distribución excluyente de los agregados de 
RepA (rojo) y nucleoide (azul) y una disposición heterogénea de DnaK y ClpB a lo largo de la célula, sin 
colocalizar con los grandes agregados globulares.
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Figura 27. Complejos entre RepA-WH1(A31V)-mCherry y DnaK/ClpB  mostrados mediante iEM. Secciones 
finas de células que contienen agregados RepA-WH1(A31V), complementadas con DnaK (arriba) y ClpB 
(abajo), se incubaron con anticuerpos específicos contra las chaperonas y después se localizaron con 
anticuerpos secundarios conjugados con oro (puntos). Es en las partículas agregadas elongadas o 
pequeñas donde se concentra el marcaje anti-DnaK. Esta región está marcada en rojo y resulta menos 
electrondensa que las grandes inclusiones subpolares. ClpB  se encuentra distribuida por todo el citoplasma. 
N: nucleoide.
2.2.2. Caracterización bioquímica de los agregados
Para caracterizar la naturaleza de los agregados RepA-WH1(A31V), se ha caracterizado la 
distribución de RepA-WH1(A31V) entre la fracción soluble o agregada de extractos celulares de 
las tres estirpes estudiadas, bajo las mismas condiciones que en los ensayos in vivo. Para realizar 
el fraccionamiento, se centrifugaron a alta velocidad los lisados celulares, seguido de Western blot 
y  visualización a través del anticuerpo anti-His de RepA-WH1 y las chaperonas DnaK/ClpB 
(Figura 28.A). Se observó que la mayor parte del prionoide RepA-WH1(A31V) se encuentra en la 
fracción insoluble (≥ 60%). Esta tendencia se hizo más evidente en la estirpe con fondo Hsp70-
deficiente (dnaK756), donde la fracción agregada aumentaban a un 80% (Figura 28.B). Cuando 
DnaK o ClpB se sobreexpresaron, una cantidad importante de DnaK y  de ClpB se dirigió a la 
fracción agregada, el 50% a las 2 horas y  el 75% a las 4h, mientras que su presencia en el 
sedimento de RepA-WH1 no varió signficativamente (Figura 28.B).
Resultados
90
Figura 28. Distribución de la fracción agregada (Sd-sedimento) y soluble (So-sobrenadante) de las 
proteínas RepA-WH1(A31V)-mCherry, DnaK y ClpB, marcadas a través de la etiqueta de 6His, tras la 
sedimentación (16000 rpm, durante 30 minutos a 4°C) de los extractos celulares de las estirpes bacterianas 
cultivadas bajo las condiciones especificadas (ver Figura 21 y 22). (A) Análisis por Western blot. (B) 
Representación en histograma del porcentaje de proteína WH1(A31V) en cada fracción tras 2 y 4 horas de 
inducción. Las barras representan la desviación estándar de dos medidas independientes.
El ensayo de electroforesis en geles de agarosa en condiciones semi-desnaturalizantes 
(SDD-AGE) permite, a partir de muestras de proteínas sin hervir, la separación de las especies 
monoméricas y  oligoméricas-agregadas, llegando incluso a resolver especies con pesos 
moleculares que rondan los MDa (Bagriantsev y col., 2006). Cuando los extractos totales de E. 
coli ensayados se separaron electroforéticamente por SDD-AGE (Figura 29), se hizo evidente que 
en la estirpe WT (MC4100) existía una fracción oligomérica mayoritaria resistente al detergente. 
Estos oligómeros desaparecieron completamente en la estirpe dnaK756, mientras que en los 
extractos de la estirpe ΔclpB disminuyeron su proporción. La complementación con la expresión 
de DnaK en dnaK756 dio lugar a la recuperación de la fracción oligomérica de RepA-WH1(A31V) 
resistente al detergente, así como la complementación con ClpB en ΔclpB también aumentó 
ligeramente dicha fracción. Aunque los complejos RepA-WH1(A31V)-DnaK se pueden observar al 
microscopio electrónico (María Moreno, comunicación personal), la interacción entre ambos debe 
de ser débil por lo que serían disgregadas por el detergente durante la electroforesis y  DnaK se 
visualizó como una banda que migró como se esperaba del monómero (Figura 29). Esto también 
parecía ocurrir en el caso de la disgregasa ClpB. La sobreexpresión de DnaK o ClpB generó un 




Figura 29. Caracterización de los oligómeros RepA-WH1(A31V) en E. coli por SDD-AGE y su dependencia 
de las chaperonas DnaK/ClpB. Los extractos totales de las estirpes WT y DnaK/ClpB-deficientes, 
complementadas o no con la expresión de estas chaperonas, se analizaron por electroforesis en geles de 
agarosa en condiciones semi-desnaturalizantes. La distribución de RepA-WH1(A31V)-mCherry (A), DnaK 
(B) y ClpB  (C) fue revelada por Western blot con los anticuerpos específicos indicados. La presencia de 
oligómeros RepA-WH1(A31V) resistentes a detergente es directamente dependiente de la chaperona Hsp70 
(DnaK), pero no de la disgregasa Hsp104 (ClpB).
Estos resultados sugieren un papel directo de la chaperona Hsp-70 en la modulación de la 
agregación del prionoide, generando partículas transmisibles identificables con los propagones 
amiloides descritos en levaduras (Tuite y Serio, 2010).
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3. APROXIMACIÓN A LA DINÁMICA DE LA AMILOIDOGÉNESIS  A TRAVÉS DE 
MICROFLUÍDICA
La realización de esta sección del trabajo ha sido posible gracias a una estancia de 5 meses 
llevada a cabo en el laboratorio del Dr. Ariel Lindner en el Centro de Investigación Interdisciplinar 
(CRI) en París.
3.1. Propagación del prionoide RepA-WH1
La introducción del módulo de expresión Ptac repA-WH1-mCherry, más el represor lacIq en 
el cromosoma de E. coli MG1655 ha permitido trabajar en condiciones de monocopia más 
regulables, y  por ello más fisiológicas, y  estudiar la dinámica intracelular y  la propagación del 
prionoide gracias al marcador fluorescente mCherry. En este contexto, el empleo de una 
herramienta microfluídica (Vyawahare y  col., 2010) ha permitido evaluar la transmisión y  toxicidad 
de los agregados amiloides RepA-WH1 de las células madres y  su progenie de manera individual, 
siguiendo la división célula a célula durante cientos de generaciones. Partiendo de un cultivo puro 
e isogénico, las células colonizan los canales de crecimiento y  se depositan en el fondo de los 
mismos, actuando así como células madres fundadoras. Tras dividirse, desplazan a las células 
hijas hacia el canal principal, a través del cuál el flujo continuo hace posible la distribución de 
nutrientes y  moléculas reguladoras o inhibidoras (Wang y  col., 2010c). Una descripción detallada 
del dispositivo de flujo se encuentra en la sección de Materiales y Métodos (Figura 13)
La primera característica destacable fue la aparición de dos tipos de agregados RepA-WH1
(A31V), globulares y  elongados (con forma de “cometa” o “gusano”), que recuerdan a los 
mostrados en la Figura 22, 27. Estas partículas aparecieron segregadas en células que se 
encontraban en canales contiguos (Película S2.A, Figura 30.A). En segundo lugar, como cabía 
esperar de su condición de elementos epigenéticos, cada tipo de partícula generó un fenotipo 
diferente en cuanto al crecimiento y división celular bacteriana.
Las inclusiones globulares/esféricas, que pueden ser de distintos tamaños y  variar su 
número por célula, expandían el tiempo de generación, si se comparaban con la división de 
células que transitoriamente no poseían agregados. Las partículas fluorescentes, por 
coalescencia de varios agregados y/o aumento de volumen por deposición de más moléculas 
RepA-WH1, adquirían un tamaño tal que bloqueaban el septo de división impidiendo la 
citoquinesis (Fernández-Tresguerres y  col., 2010). Si finalmente se resolvía de manera asimétrica 
la herencia de la partícula continuaba la división, pero si éstas no eran resueltas o disgregadas, se 
producía filamentación celular que, junto con la oclusión causada por el nucleoide, conducían 
finalmente a la quiescencia por detención del crecimiento. Este compendio de rasgos es síntoma 
de envejecimiento y  toxicidad (Lindner y col., 2008; Fernández-Tresguerres y  col., 2010; Winkler y 
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col., 2010). Las células filamentaban de tal manera que escapaban a menudo de los canales, que 
quedaban vacíos. Se pudo observar que en la célula madre fundadora yacían inclusiones 
esféricas de gran tamaño, que predominantemente se localizaban en el polo viejo. Probablemente 
poseen mayor volumen que las inclusiones en las células hijas por la continua producción y 
acumulación, con el transcurso del tiempo, de la proteína amiloide, ya que dicho polo no se 
renueva (Stewart y  col., 2005). Incluso con cierta frecuencia, la célula madre que expresa un tipo 
de agregado puede en un momento dado pasar a generar el otro, siendo más frecuente la 
conversión desde células generadoras de agregados elongados a globulares que la contraria.
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Figura 30. Imágenes capturadas del crecimiento de E. coli MG1655 expresando RepA-WH1(A31V) en el 
dispositivo de canales microfluídicos. Evolución a lo largo de 10 horas de la proliferación de MG1655 
sobreexpresando el prionoide RepA-WH1(A31V) (A), o sobreexpresándolo bajo inhibición de DnaK por 
miricetina (B) o junto con DnaK (C), o ClpB  (D) o expresando la versión mutante RepA-WH1(ΔN37) (E) y 
por último, colocalización de RepA-WH1 con IbpA (GFP) (F). La inducción de RepA-WH1(A31V/ΔN37), 
ClpB  y DnaK se realizó tras la inyección de las células en los microcanales. El seguimiento de las partículas 
RepA-WH1 se realizó gracias a la fluorescencia intrínseca de la fusión mCherry. En el ensayo de 
colocalización del prionoide (en rojo) con IbpA (en verde, gracias a la GFP fusionada). Debajo de cada 
microcanal se indica la presencia predominante de agregados del tipo elongado (amarillo) o globular (rojo) o 
de ambos tipos coexistiendo en el mismo canal (rojo-amarillo).
Por otro lado, las partículas elongadas permitían la división durante decenas de 
generaciones, de modo que no afectaban significativamente al crecimiento, apareciendo tanto de 
novo como por escisión del núcleo fundador. Además experimentaban la aparición-desaparición 
periódica, tanto en las células madre como en las hijas, como si sufrieran ciclos de nucleación-
disgregación. 
3.2. Cofactores involucrados en la amiloidosis de RepA-WH1
La activa interconversión entre agregados observada planteó qué factores celulares podían 
estar involucrados en la dinámica del prionoide in vivo. Se decidió estudiar el posible efecto de las 
chaperonas DnaK y  ClpB en la amiloidogénesis. Para ello se clonaron los genes  dnaK o clpB en 
el plásmido p15A y  se sobreexpresaron por inducción con arabinosa. Estos genes están pues 
localizados en trans con respecto al prionoide integrado en el cromosoma.
La sobreexpresión de DnaK provocó una clara disminución de los focos fluorescentes del 
tipo globular en favor de partículas elongadas (Película S2.C) y  conllevó que fueran 
predominantes en todas las células de los canales (Figura 30.C). Por el contrario, la inhibición de 
DnaK mediada por miricetina, una molécula polifenólica que se une al dominio ATPásico de DnaK 
inhibiendo su interacción con la cochaperona DnaJ (Chang y  col., 2011), aumentó las inclusiones 
esféricas (Película S2.B), siendo entonces la especie mayoritaria en todas las células (Figura 
30.B). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el estudio sobre el papel de la 
chaperona DnaK en la propagación del prionoide (ver apartado anterior): esta chaperona Hsp70 
contribuye a la generación de oligómeros, pequeñas partículas que se transmitirían de célula 
madre a célula hija y serían las responsables de la propagación de la amiloidosis.
Por otro lado, la sobreexpresión de ClpB no parecía alterar la distribución del porcentaje 
promedio de los agregados globulares y  elongados, ni la dinámica de interconversión entre ellos 
(Película S2.D, Figura 30.D).
3.3. Naturaleza de los agregados RepA-WH1
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Se ha querido identificar si los agregados intracelulares observados difieren de los de 
cuerpos de inclusión convencionales (IBs). Con este fin, se comparó el fenotipo celular del 
prionoide RepA-WH1(A31V) con el de la proteína mutante RepA-WH1(ΔN37). Esta es una versión 
metaestable de la proteína RepA que carece de la secuencia amiloidogénica (deleción de los 
residuos 1-37 en WH1) y  del dominio C-terminal WH2 (residuos 133-230), caracterizada 
previamente en nuestro grupo por agregar en forma de cuerpos de inclusión (Giraldo y col., 1998), 
por lo que es ideal para caracterizar comparativamente la naturaleza del prionoide.
Se pudo observar que los agregados de RepA-WH1(ΔN37) diferían de las partículas del 
prionoide en cuanto a forma, pues todos los agregados eran del tipo globular y se manifestaban 
con tamaño uniforme, excepto en la célula madre fundadora en la que la inclusión se acumula y 
se retiene, adquiriendo un volúmen extraordinario. Además, se hallaba una sóla inclusión por 
célula y  en posición subpolar (Lindner y col., 2008) (Figura 30.E). Asimismo, los agregados RepA-
WH1 (ΔN37) no poseían la dinámica de los agregados prionoides, ni afectaban a la forma celular 
bacteriana. RepA-WH1(ΔN37) genera pues agregados similares a los cuerpos de inclusión 
convencionales, que no alteran significativamente la tasa de división celular (Lindner y  col., 2008; 
Winkler y  col., 2010) (Película S2.E), distinguiéndose así claramente, de los agregados amiloides 
de RepA-WH1(A31V).
En esta dirección se ha estudiado la colocalización de RepA-WH1-mCherry  con la proteína 
IbpA (Inclusion body protein A), que es una chaperona de pequeño tamaño que se localiza en los 
cuerpos de inclusión (Allen y col., 1992). Se puede observar que IbpA colocalizaba solamente con 
la superficie de la inclusión grande de la célula madre fundadora y  que no lo hace en absoluto con 
los agregados elongados, ni con las inclusiones globulares (pequeñas y grandes) (Película S2.E) 
(Figura 30.E). Este resultado permite concluir que la naturaleza del prionoide difiere de la de los 
cuerpos de inclusión. Esto se puede relacionar con el hecho de que la sobreexpresión de ClpB no 
afecte en absoluto a la dinámica y  características del prionoide, ya que es ClpB la chaperona que 
interviene en el desensamblaje de los cuerpos de inclusión (Carrió y Villaverde, 2005).
Finalmente, la ausencia de actuación de ClpB sobre el prionoide bacteriano, sugiere que la 
propagación del prionoide RepA-WH1 en bacterias difiere de la de levaduras, cuya disgregasa 
homóloga (Hsp104) que está claramente involucrada en la producción de propagones en 
levaduras, mientras que en el prionoide esa función parece estar ejercida por DnaK (Hsp70).
4. PROPAGACIÓN DEL PRION Sup35_RepA-WH1p EN S. cerevisiae
4.1. Mantenimiento del prion [PSI+] en las quimeras Sup35_WH1-Rp [REP-PSI+]
4.1.1. Diseño y construcción
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La proteína Sup35p determina el elemento epigenético heredable, el prion [PSI+] (Wickner y 
col.,  2007; Tessier y Lindquist, 2009; Tuite y  Serio, 2010). Se ha puesto a prueba el potencial la 
secuencia amiloidogénica bacteriana de RepA-WH1(A31V) en la formación y  mantenimiento del 
prion de levaduras [PSI+]. El hecho de que Sup35p posea una clara división entre los dominios 
que median el prion [PSI+] (PrD-N y  M) y  el dominio funcional esencial (C-terminal) (Ter-
Avanesyan y  col., 1993; 1994; King y  col., 1997), junto con el extenso conocimiento que se tiene 
de ella, hacen de Sup35p una herramienta idónea para estudiar las propiedades de agregación de 
secuencias heterólogas en PrD-N. Con este fin, se han sustituido varias repeticiones en las 
secuencia de ese dominio formador del prion de Sup35p (OPR) por expansiones de la secuencia 
amiloidogénica de RepA-WH1(A31V) (Figura 31.A) y  se ha estudiado si éstas podían todavía 
determinar la agregación de Sup35p y  con ello la nucleación la inducción de novo y  el 
mantenimiento del prion de levaduras [PSI+] (Li y Lindquist, 2000; Osherovich y col., 2004).
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Figura 31. Reconstrucción de las repeticiones amiloidogénicas WH1-R en las proteínas quiméricas 
Sup35_RepA(WH1)p. (A) Dominios de la proteína Sup35p, N  (aminoácidos 1-123), M (aa 124-253) y C (aa 
254-685). Las regiones N y M son requeridas para la agregación de Sup35p. El dominio N, a su vez, está 
dividido en regiones, una rica en Q/N (QNR, aa 1-40) y la otra porta repeticiones oligopeptídicas R1-R6 
(OPR, 40-97) de una secuencia consenso (recuadro). (B) Esquema del reemplazamiento de las OPR por 
repeticiones en tándem del péptido WH1-R (flecha) cuya estructura secundaria predicha es de hebra-β 
(Giraldo, 2007). Gracias a los aminoácidos flanqueantes integrados (DGR) se generan giros-ß [favorecidos 
por la interacción de las cadenas laterales de carga opuesta de Aspartato (D, rojo) y Arginina (R, verde)]. 
Las hebras-β se disponen en orientación antiparalela, generando una estructura de lámina-β. A la derecha 




La secuencia amiloidogénica de RepA-WH1(A31V) (L26VLCAVSLI34), que denominaremos 
WH1R, es de naturaleza hidrofóbica, al igual que los segmentos amiloidogénicos de las proteínas 
de mamífero que provocan proteinopatías, mientras que la secuencia consenso que conforma las 
repeticiones oligopeptídicas (OPR) de Sup35p es rica en aminoácidos polares: P/Q  QGGYQ  Q/- 
YN. Las OPRs fueron reemplazadas por de 1-5 repeticiones en tándem de WH1R, a las que se 
añadieron en los extremos de cada WH1-R el residuo Arg N-terminal y  la Asp C-terminal que 
flanquean a WH1R en la secuencia de RepA-WH1, así como, entre ambos residuos, el 
aminoácido Gly, de manera que pueden generar un giro-ß entre las repeticiones y  contribuyen al 
plegamiento de las 2-5 hebras, como una lámina-ß antiparalela, que es la estructura propuesta 
para el ensamblaje amiloide de RepA-WH1(A31V) (Giraldo, 2007) (Figura 31.B). Se muestra en la 
Figura 31.B (panel derecho) una predicción del potencial amiloidogénico intrínseco de la 
secuencia realizada mediante el programa WALTZ.
Para evaluar el potencial amiloidogénico de RepA-WH1 se empleó el ensayo estándar de 
mantenimiento de [PSI+]. Para ello, se ha trabajado con la estirpe de S. cerevisiae 74D-694, que 
porta una deleción de SUP35 y una copia completa y silvestre del gen SUP35 en el plásmido 
centromérico pYK810 (URA3). Además, el genotipo de la estirpe es ade1-14, un alelo que sirve de 
eficaz reportero de la terminación de la traducción, que se monitoriza mediante la supresión “sin 
sentido” de un codón de terminación UGA prematuro (Liebman y Derkatch, 1999): el codón stop 
es suprimido por el ARNt codificado por el gen SUQ5 si la terminación de la traducción está 
impedida de alguna manera, como sucede tras la agregación de la proteína Sup35p (Cox y  col., 
1980). 
Se transformó la estirpe 74D-694 con los plásmidos pUCK-Sup35_WH1-R y a continuación 
se procedió a la selección (con FOA) de las células que pierden el plásmido pYK810. La selección 
de estirpes viables demostró que la eliminación de las repeticiones e introducción de la secuencia 
de origen bacteriano permitía la viabilidad celular en ausencia de Sup35p (WT) y  no resultaba 
letal.
4.1.2. Las quimeras Sup35_WH1-Rp presentan pérdida de la función de terminación 
traduccional
Utilizando el principio de coloración diferencial (asociado al nivel de supresión) (Tessier y 
Lindquist, 2009), se estimó el nivel de agregación de las proteínas quiméricas en la estirpe 
74D-694 (ura-). El color de las colonias que expresaban la proteína Sup35R0p (con las OPR 
delecionadas) era rojo intenso, consecuencia de la terminación eficiente de la traducción (Figura 
32.A). Por el contrario, la coloración blanca de las colonias que portaban la proteína Sup35p (WT) 
indicó un bajo nivel de proteína funcional libre y, por lo tanto, la  lectura corrida a través del codón 
stop. Esta tonalidad sirvió de referencia de agregación de Sup35p en niveles silvestres ([PSI+]). 
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Figura 32. Capacidad de las proteínas quiméricas Sup35_RepA(WH1)p  de mantener el determinante [PSI+] 
en ausencia de la síntesis endógena de la proteína silvestre Sup35p. (A) Suspensión celular de los 
transformantes individuales post-selección con 5ʼ-FOA y siembra en placas de medio ¼ YPD (para realzar y 
determinar el color de las colonias). (B) En medio selectivo sin adenina (SD-ade). Ambas pruebas valoran el 
nivel de supresión del marcador ade1-14 asociado a la agregación de las quimeras. (C) Detalle de las 
colonias en medio selectivo SD-His, las flechas indican el cambio hacia una coloración parda que sufren 
determinadas estirpes (R0+WH1-R1, R0+WH1-R2 y R5).
La eliminación de la última repetición (R6) del dominio OPR debilitó el mantenimiento de 
[PSI+], de modo que las colonias adquirieron una tonalidad rojiza (Figura 32.A), comportamiento 
ya observado en otros trabajos (Parham y  col., 2001; Osherovich y  col., 2004). Al sustituir R6 por 
dos segmentos WH1-R (R5+WH1-R2), la coloración blanca se restituyó (Figura 32.A). Se observó 
que la construcción WH1R1-Sup35R5 redujo significativamente el fenotipo [PSI+] (colonias con 
una tonalidad débilmente rojiza), posiblemente porque una sola repetición WH1R desestabiliza el 
ensamblaje de Sup35p. Por otro lado, la sustitución de todas las OPRs por una repetición de WH1 
(R0+WH1-R1), era suficiente para la recuperación de una tonalidad rosada, restableciéndose así 
el fenotipo [PSI+], coloración que se realzó conforme se añadieron más repeticiones de la 
secuencia amiloidogénica bacteriana R0+WH1-R2/R3/R4/R5, todos ellas más próximas a la 
tonalidad característica de Sup35p-WT (Figura 32.A).
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El estado epigenético examinado por coloración es coherente con el fenotipo observado en 
el ensayo de crecimiento en medios carentes de adenina: sólo las estirpes que suprimen el codón 
stop producen una proteína Ade1p funcional y  se muestran prototrofos para la adenina. El control 
R0p, debido a su naturaleza soluble, termina eficazmente la traducción de ade1-14 y  por lo tanto 
no puede crecer en ausencia de adenina. En cambio, el resto de construcciones permite la 
supervivencia de las levaduras, excepto, como era de esperar, la estirpe R5+WH1-R1 que daba 
coloración rojiza en medio rico y, consecuentemente, no era capaz de crecer en medio sin 
adenina (Figura 32.B).
Asimismo, al observar en detalle las colonias, se pudo apreciar que existía un cambio 
sectorial de tonalidad en RO+WH1-R1y 2 (marcado con flechas) (Figura 32.C). Este fenómeno 
sugiere que existen distintos grados de estabilidad en la agregación que se verían reflejados en la 
pérdida de [PSI+], por lo que las colonias adquieren una tonalidad parduzca tras el paso de las 
generaciones. 
4.2. Las fusiones Sup35_WH1p agregan in vivo
4.2.1. Ensayo de sedimentación
El impedimento de la terminación de la traducción podría venir dado por la inactivación 
funcional de Sup35p y  no por la agregación. Para comprobar que las proteínas quiméricas 
Sup35_WH1-Rp estaban efectivamente presentes en forma agregada en las células, se llevaron a 
cabo ensayos de sedimentación con los extractos celulares de cada estirpe. Estos se realizaron 
en la estirpe BSC783 y  utilizando el vector de expresión pYeF2 (pGAL10, multicopia) (Cullin y 
Minvielle-Sebastia,1994), que llevaba clonados los genes quiméricos. Además, la inserción de los 
genes en pYeF2 supuso la incorporación del epítopo HA al extremo C-terminal de las proteínas, 
permitiendo así la identificación de las quimeras mediante Western blot. La sobreexpresión 
dependiente de galactosa debe favorecer la generación del fenotipo, pues la formación de 
amiloides es dependiente de la concentración de proteína.
Tras el lisado de las células y  la comprobación de la expresión de cada proteína quimérica 
por Western blot, (se apreció un aumento gradual en el tamaño conforme se añadían repeticiones 
WH1-R en las quimeras (Figura 33.A). Se procedió después al fraccionamiento de los extractos 
totales de levaduras mediante centrifugación. Como patrón de referencia se observó que la 
proteína Sup35p (WT) se distribuía principalmente en la fracción del sedimento, mientras que 
ROp se disponía en el sobrenadante. En cuanto a las quimeras, R0+WH1-R1p y  R0+WH1-R2p 
mostraban un perfil intermedio (Figura 33.A), al distribuirse entre el sedimento y el sobrenadante, 
mientras que R5+WH1-R2p, R0+WH1-R3p, R0+WH1-R4p y R0+WH1-R5p se localizaban en el 
sedimento. Existe pues un comportamiento de agregación evidente, que se asemejan a la 
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distribución de Sup35p en la estirpe [PSI+] (Figura 33.A). Estos ensayos demuestran que la 
introducción del péptido amiloide bacteriano RepA-WH1-R en lugar de las repeticiones originales 
OPR de la proteína de levaduras Sup35p restablece la capacidad de agregación de ésta como 
prion [PSI+].
Figura 33. Las quimeras Sup35_RepA(WH1)p producen agregados que se disponen en la fracción 
insoluble y son resistentes a detergentes in vivo. (A) Extractos celulares obtenidos a partir de la expresión 
de las proteínas quiméricas indicadas, que por centrifugación a alta velocidad, se localizaban en las 
fracciones agregada o soluble. Mientras que, tanto las proteínas Sup35p  (WT) como R5+WH1-R2p, 
R0+WH1-R3p, R0+WH1-R4p y R0+WH1-R5p, se distribuyen exclusivamente en el sedimento, y 
Sup35_ROp en el sobrenadante, R0+WH1-R1/2p  se reparten entre ambas fracciones. (B) Los extractos 
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celulares de cada estirpe fueron separados en geles de agarosa en condiciones semi-desnaturalizantes 
(SDD-AGE) y la distribución de las proteínas fue detectada mediante Western blot con el anticuerpo anti-
HA. Las repeticiones WH1-R son capaces de sustituir a las de Sup35p  y restaurar los complejos de alto 
peso molecular resistentes a detergente (oligómeros 1), perdidos al delecionar la región OPR de Sup35p 
(RO, monómeros), incluso llegándose a generar partículas de mayor tamaño (oligómeros 2) que las 
silvestres.
4.2.2. SDD-AGE
Con el fin de caracterizar la naturaleza de los agregados detectados mediante 
sedimentación se han realizado ensayos de electroforesis en geles de agarosa 
semidesnaturalizantes (SDD-AGE). El principio de esta técnica consiste en la migración retardada 
de las fracciones resistentes a los detergentes (SDS o sarcosil) de las proteínas, que preservan 
así su estado de asociación agregado, de modo que se pueden resolver oligómeros de alto peso 
molecular. Como se puede observar (Figura 33.B), la proteína silvestre Sup35p migró generando 
un gran rastro difuso de baja movilidad electroforética que sugiere que los agregados (oligómeros) 
se distribuyen en un rango amplio de tamaños. Por el contrario, el control R0 apareció como un 
monómero que migraba uniformemente como una banda discreta de alta movilidad electroforética, 
claramente diferenciada de los oligómeros.
Las quimeras Sup35_WH1-Rp se construyeron de modo similar al Sup35p (WT), perfilando 
una señal de baja movilidad electroforética difusa, resultado concordante con el obtenido en el 
ensayo de sedimentación, indicando que las proteínas se hallan en estado agregado. Pero cabe 
destacar una diferencia notable: emergen en los perfiles electroforéticos de las quimeras una 
subespecie de oligómeros, resistentes al detergente, con menor movilidad (mayor tamaño; 
oligómeros 2) (Figura 33.B). Por otro lado, en dichos oligómeros del tipo 2 existía una graduación 
creciente de tamaño conforme se expandían las repeticiones WH1R. La presencia de los 
agregados del tipo 2 indican que estas estirpes [REP-PSI+] pueden generar priones quiméricos 
más estables (inferido de la resistencia incrementada al detergente).
4.3. Papel de la chaperona Hsp104 en la propagación de quimeras [REP-PSI+] 
4.3.1. Ensayo de inhibición de Hsp104 por guanidina
La actividad de Hsp104 puede inhibirse por concentraciones milimolares de guanidina (Gu 
HCl) (Ferreira y  col., 2001), por lo que el crecimiento de las células [PSI+] en presencia de 
guanidina produce, después de diversas generaciones, que una proporción de las células deje de 
mantener el prion y  pasen a ser [psi-] (rojas), en las que Sup35p se encontrará en estado soluble. 
Por lo que las células habrán curado el prion (Serio y Lindquist, 2000).
La inactivación de Hsp104 por guanidina en las estirpes WT y R5+WH1-R2, tuvo como 
consecuencia la aparición de colonias rojas en un alto porcentaje (Figura 34.B); lo que indica que 
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en ellas se había producido la reversión de [PSI+] a [psi-] por no poder generar Hsp104 los 
propagones, aunque permanezca la capacidad intrínseca de nucleación del prion. 
Se apreció que, a diferencia de la estirpe WT [PSI+], no se observó un aumento del 
porcentaje de colonias rojas cuando las estirpes R0+WH1-R1/R2/R3/R4/R5 se crecían en medio 
que contenía guanidina (Figura 34.B); es decir, que el estado priónico [PSI+] se mantenía. Este 
fenómeno sugiere que la propagación y  transmisión de las proteínas quiméricas que contienen la 
secuencia bacteriana era independiente de Hsp104, al igual que sucede con la proteína quimérica 
Aβ-Sup35, que porta el péptido Aβ fusionado a Sup35p (von der Haar y  col., 2007). Este resultado 
sugiere que debe de existir otro mecanismo de propagación de agregados en levaduras cuyos 
núcleos amiloides están formados por péptidos que no eran del tipo Q/N, quizás por medio de la 
participación de otra chaperona distinta de Hsp104.
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Figura 34. El fenotipo de ganancia de función (de la lectura corrida de codones de terminación) de las 
quimeras Sup35_RepA(WH1) es independiente de la acción de Hsp104. (A) Detalle de las placas de células 
crecidas bajo presencia de GdnHCl (panel de abajo) y libres de guanidina (panel de arriba). Se muestra la 
estirpe WT como referencia de alto porcentaje de curación del prión (colonias rojas) tras el tratamiento con 
guanidina. Esta proporción es similar para R5+WH1-R2. Mientras que R0+WH1-R3, 4 y 5 mantienen la 
predominancia de colonias blancas, las colonias R0+WH1-R1 y 2 son curadas (células rojas) incluso en 
ausencia del tratamiento con guanidina en un 30-40%, respectivamente. (B) Histograma de la cuantificación 
de colonias rojas y blancas de las placas del panel (A). Se indica el número de colonias contadas en cada 
tipo de placa (+/- guanidina) para cada estirpe.
Por último cabe destacar la frecuente (un porcentaje del 30-40%) aparición de colonias rojas 
en las células R0+WH1-R1 y  R0+WH1-R2 en los ensayos en los que no se había añadido 
guanidina, (Figura 34.A, panel de arriba, Figura 34.B). Este hallazgo indica reversión de [PSI+] a 
[psi-] y sugiere inestabilidad en el mantenimiento del prion. La proteína Sup35p (WT), como el 
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resto de quimeras, preservaron la coloración blanca a lo largo de las generaciones (Figura 34.A, 
panel de arriba), produciéndose la reversión espontánea a [psi-] con una frecuencia muy baja.
4.4. Expresión de Sup35_WH1(R)-mCherry en S. cerevisiae
4.4.1. La expresión de quimeras WH1(R)-Sup35(NM)p genera núcleos de agregación
Para estudiar por microscopía de fluorescencia la formación de novo y la transmisión 
intercelular del prion amiloide in vivo, se fusionó el dominio PrD(NM) a la proteína roja 
monomérica mCherry. La proteína resultante, si bien no es funcional en el ensayo de lectura 
corrida de codones de terminación, es capaz de recapitular por sí sola el comportamiento del prion 
(Tyedmers y  col., 2010b). La fusión de NM a la proteína mCherry  se realizó también para las 
versiones quiméricas R0p, R5+WH1-R2p, R0+WH1-R2p y R0+WH1-R4p. Para suministrar un 
sistema robusto de inducción, se clonaron los genes resultantes bajo un promotor inducible con 
tetraciclina (TET-ON), que permite elevar los niveles de proteína y  asegurar la formación de los 
núcleos amiloides del prion (Wickner, 1994). Los plásmidos resultantes se transformaron en la 
estirpe 74DΔNM, que posee el gen SUP35 delecionado en su dominio PrD, de manera que se 
consigue que la Sup35p endógena sea inmune al secuestro como prión.
Después de la transformación e inducción de las quimeras NM con doxiciclina (un análogo 
de tetraciclina) y  el crecimiento de las células durante 10 generaciones (la formación de fenotipo 
se da tras el transcurso de 2 días de crecimiento) (Song y  col., 2005), se pudo observar al 
microscopio de fluorescencia la generación de pequeños núcleos fluorescentes en la estirpe NM
(WT). La presencia de éstos sugiere que las proteínas NM(WT)-mCherry  se encuentran en forma 
de agregados (Song y col., 2005), además éstos tienen localización citosólica, como cabe esperar 
de un fenotipo [PSI+] (Tuite y  Cox, 2003; Kawai-Noma y col., 2010). Los agregados desaparecen 
para la versión carente de OPR, NM(RO)-mCherry, que origina una señal difusa en el citoplasma 
(Figura 35.A). Las proteínas R5+WH1-R2p, R0+WH1-R2p y  R0+WH1-R4p parecen restablecer 
núcleos con intensidades de fluorescencia mayores, de tamaños heterogéneos, con una 
distribución concreta: parecen encontrarse adyacentes a la membrana y  alrededor de las 
vacuolas. La sustitución de las repeticiones WH1R por las de Sup35p no alteraba la generación 
de agregados fluorescentes, indicando pues la aparición y  presencia del prion [PSI+] (Zhou y col., 
2001) (Figura 35.A).
4.4.2. Efecto de las chaperonas Ssa1p y Ssa2p
La ausencia de fenotipo de la inhibición de Hsp104 en la propagación de las estructuras 
quiméricas llevó a plantear que otros mecanismos alternativos podrían estar involucrados en la 
transmisión de los agregados en S. cerevisiae. Por ello, se analizó el posible papel de las 
chaperonas Hsp70, de modo que se siguió la evolución de los agregados fluorescentes en la 
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estirpe MW123, que es deficiente para dos de las proteínas de la subfamilia de Hsp70: Ssa1p y 
Ssa2p. La deleción de los 4 miembros de la subfamilia SSA (SSA1-4) resulta letal (Perret y Jones, 
2008).
La doble deleción ∆ssa1 y  ∆ssa2 provoca un aumento de las partículas fluorescentes 
difusas, adquiriendo un fenotipo más parecido al que poseen las células [psi-], similar al observado 
tras la expresión de la proteína ROp en la estirpe 74DΔNM (Figura 35.B). La ausencia de Ssa1p 
o Ssa2p parece disminuir la estabilidad mitótica de los núcleos agregados en [PSI+] (Mathur y  col., 
2009) provocando, tanto en las estirpes WT como en las que portan las quimeras, la pérdida del 
estado priónico. De hecho, está descrito que una mutación negativa dominante en SSA1 o SSA2 





Figura 35. La expresión de quimeras PrD-mCherry produce agregados citoplasmáticos. (A) Expresión por 
doxicilicna del dominio formador del prion fusionado a la proteína fluorescente mCherry en la estirpe 74D-
ΔNM de las diferentes versiones: WT, RO, R5+WH1-R2, R0+WH1-R2, R0+WH1-R4. En dicha expresión 
emergen inclusiones de mayor intensidad de fluorescencia y sucede en aquellas células predichas como 
[PSI+]: WT, R5+WH1-R2, R0+WH1-R2, y R0+WH1-R4, mientras que la fluorescencia en R0 resulta difusa. 
(B) Expresión de las quimeras en la estirpe MW123, que es deficiente para las chaperonas Ssa1p  y Ssa2p 
(Hsp70). La expresión en MW123 parece diluir los agregados visibles de (A) y la fluorescencia se 
transforma en una señal difusa a lo largo del citoplasma. Para (A) y (B) se representa en la columna de la 
izquierda la superposición de las imágenes tomadas en DIC y en el canal de fluorescencia roja intrínseca, 
de un campo representativo de cada cultivo. A la izquierda se muestra la imagen de fluorescencia 
magnificada. Las barras indican 5 µm.
En resumen, estos resultados indican que repeticiones amiloidogénicas hidrofóbicas del 
prionoide bacteriano RepA-WH1 pueden reemplazar las repeticiones del dominio PrD, siempre 
que se incluyan al menos dos repeticiones. Las proteínas quiméricas son plenamente funcionales 
en la amiloidosis de levaduras actuando como elementos epigenéticos: pueden propagar la 
ganancia de función propia de [PSI+] y  mantener su competencia como prion. Esto sugiere que 
existen otras maneras alternativas a Hsp104 de modular la flexibilidad estructural y  de ensamblaje 





1. EL AMILOIDE RepA-WH1(A31V) ES UN PRIONOIDE EN E. coli
1.1. Caracterización de la naturaleza prionoide de RepA-WH1(A31V)
1.1.1. Amiloidogenicidad
Los ensamblajes amiloides formados por RepA-WH1(A31V) in vivo pueden ser similares a 
los agregados observados in vitro (Giraldo, 2007; Gasset-Rosa y  col., 2008b), pues la proteína se 
acumula en depósitos globulares capaces de unir el fluoróforo BTA-1, lo que indica que éstos 
tienen una estructura de lámina-ß cruzada. La colocalización de los núcleos rojos fluorescentes de 
WH1(A31V)-mCherry  con la señal de BTA-1 así lo indica (Figura 16.C). La proteína WH1(A31V) 
se ensamblaría pues en el interior de la célula de una manera ordenada formando agregados, 
cuyos núcleos están compuestos por una estructura amiloide. Por otro lado, la naturaleza amiloide 
de los agregados de RepA-WH1 contribuye a que posean características bien determinadas: 
tamaños  diferentes, distribución diversa en el citoplasma, alta proteotoxicidad y  baja 
colocalización con IbpA (chaperona que media la transferencia de proteínas desplegadas a los 
cuerpos de inclusión) (Jurgen y  col., 2010) (Película S.2). Estas características son claramente 
diferentes de las de los cuerpos de inclusión convencionales que han sido descritos en la literatura 
(Carrió y  Villaverde, 2003) y  observados en este trabajo tras la expresión de una versión de la 
proteína RepA-WH1(∆N37) que, careciendo de las secuencias amiloidogénicas, agrega como 
cuerpos de inclusión (Película S.2) (Giraldo y  col., 1998). La proteína bacteriana RepA-WH1
(A31V) es pues amiloidogénica in vivo (Fernández-Tresguerres y col., 2010).
La localización celular de los agregados es similar a la de plásmidos multicopia que carecen 
de sistema de partición cuando son marcados fluorescentemente (Pogliano y  col. 2001, Anand y 
Khan 2010). Sin embargo, los focos de origen plasmídico normalmente tienen contornos circulares 
más definidos que las inclusiones de WH1(A31V). Además, resulta poco probable que los 
plásmidos utilizados para este estudio determinen el reclutamiento de los agregados de proteínas, 
y  por lo tanto que actúen como transportadores físicos de las partículas agregadas: mientras que 
WH1(WT)-mCherry  aparece dispersa en el citoplasma, WH1(A31V)-mCherry agrega formando 
inclusiones (Figura 16), a pesar de que las propiedades de unión al ADN son idénticas en ambas 
proteínas (baja afinidad y alta constante de disociación) (Giraldo y col., 1998; Giraldo, 2007).
Cabe destacar que la mutación puntual A31V que potencia la amiloidogénesis (Giraldo, 
2007) se ha encontrado recurrentemente en estudios fisiólogicos sobre la proteína RepA. Esta 
mutación genera efectos pleiotrópicos en la replicación de pPS10, pues amplía el rango de 
huésped del plásmido (Fernández-Tresguerres y  col., 1995) y  altera el control negativo de su 
replicación (Gasset-Rosa y  col., 2008a). Este mecanismo de regulación de la replicación 
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(denominado handcuffing) consiste en la interacción en trans de monómeros de RepA unidos a su 
vez al origen de replicación de dos moléculas plasmídicas, de modo que el inicio de nuevas 
rondas de replicación está estéricamente impedido (Figura 36) (Gasset-Rosa y  col., 2008a). El 
hecho de que el motivo amiloidogénico coincida con la región involucrada en formar el complejo 
de handcuffing sugiere que el ensamblaje de los monómeros a través de los WH1s podría ser del 
tipo amiloide (Figura 36). En tal caso, al igual que en otras proteínas amiloides funcionales en 
microorganismos, éste desempeñaría una función beneficiosa en la célula (Fowler y  col., 2007). 
Además, dicha región amioloidogénica, que comprende la hélice-α 2 y  su lazo C-terminal, es la 
región de la proteína más flexible (con mayor factor B cristalográfico) de la estructura del dímero 
de RepA-WH1 (código PDB 1HKQ) (Giraldo y col., 2003), lo que sugiere que debe de ser clave en 
la dinámica conformacional de la proteína. La mutación A31V puede hacer que esa región de la 
proteína establezca interacciones distintas a las nativas, incrementando sus posibilidades de 
ensamblaje. No obstante, queda por establecer si estructuras amiloides participan o no en el 
proceso de handcuffing.
Figura 36. Posible naturaleza amiloide del complejo de handcuffing, implicado en regular la replicación del 
plásmido pPS10. (A) Micrografía electrónica del complejo. Se muestran dos moléculas plasmídicas 
linearizadas unidas por proteína RepA. (B) Modelo de la interacción, de las moléculas de RepA en el 
complejo nucleoproteico. Los monómeros de RepA se unen a dos orígenes de replicación localizados en 
trans (oriV, en naranja) y, a su vez, sus dominios WH1 interaccionan (amarillo-morado), bloqueando así 
nuevas rondas replicativas. La región amiloidogénica de WH1 participa en el ensamblaje intermonómero 
(Gasset-Rosa, 2008a). Este hecho sugiere que el núcleo de esta interacción puede tener carácter amiloide. 
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Tras el cambio conformacional de hélice-α a lámina-ß en el monómero de RepA, las hebras-ß  se 
dispondrían de forma antiparalela (recuadro). La barra de magnificación representa 100 nm.
1.1.2. Trasmisibilidad molecular
Los agregados intracelulares que se observan como inclusiones discretas son capaces de 
actuar ex vivo como molde, para nuclear in vitro la amiloidosis de moléculas solubles de proteína 
nativa purificada. Aún en ausencia del ADN efector, los agregados intracelulares pueden generar 
fibras de aspecto idéntico a aquéllas formadas en presencia de opsp (Fernández-Tresguerres y 
col., 2010). Parece pues que una vez que el ADN ha promovido la transformación conformacional 
de la proteína WH1(A31V)-mCherry  in vivo, ésta es preservada y la proteína actúa de molde para 
la amiloidogénesis in vitro. Ésta es una característica clave de los ensamblajes amiloides: su 
transmisibilidad molecular (Eichner y Radford, 2011; Aguzzi, 2009), que es consistente con la 
evidencia de que existe una transmisión de los primordios de RepA-WH1(A31V) de las células 
madres a las hijas (Figura 19), pues dichas partículas nuclearían la amiloidosis generando las 
inclusiones en la progenie. Este proceso es más eficiente que si dependiera exclusivamente de la 
generación estocástica de los núcleos agregados, a partir de la proteína soluble. 
1.1.3. Transmisión vertical
Existen factores celulares como los ácidos nucleicos y  chaperonas que promueven la 
amiloidosis de proteínas. Las chaperonas Hsp70 y Hsp104 generan las partículas transmisibles 
(propagones) a través de la fragmentación de los agregados intracelulares (Tuite y  Serio, 2010). 
Los resultados presentados en esta Tesis indican que las chaperonas también están involucradas 
en la propagación de los núcleos amiloides de RepA-WH1(A31V) de las células madres a las 
hijas. Debido al pequeño tamaño de los propagones, no se pueden detectar por microscopía de 
fluorescencia convencional (Byrne y  col., 2009; Sindi y  Serio, 2009). En el caso de RepA-WH1, se 
observa antes de la septación (citoquinesis) un número discreto (por lo general uno) de partículas 
pequeñas emergentes de RepA(A31V)-mCherry  que serán heredadas por la progenie. Éstas 
partículas, fáciles de transmitir, aparecen en los nuevos polos formados en las células hijas 
(Figura 19), y  posteriormente crecen para formar inclusiones maduras. Eventualmente, la no 
transmisión de los mismas a las células hijas implica la curación de la amiloidosis en la progenie.
El conjunto de características descritas hasta ahora permiten definir a los agregados de 
RepA-WH1(A31V) como prionoides  (Aguzzi, 2009): proteínas que agregan generando partículas 
amiloides capaces de transmitirse, molecular (in vitro) y  verticalmente (in vivo, acoplada a la 
división celular), y  que carecen de infectividad entre bacterias (transmisión horizontal). Conforme a 
tal definición, muchas proteínas amiloides causantes de enfermedades neurodegenerativas 
también son prionoides (péptidos Aß, huntingtina, tau y α-sinucleína) (Tuite y Serio, 2010). 
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RepA-WH1(A31V) y  la microcina E492 son, por el momento, los únicos amiloides puramente 
bacterianos clasificables como prionoides. El por qué no existen priones en bacterias, al contrario 
de lo que sucede con otros microorganismos como las levaduras, puede ser debido a que la 
presencia de secuencias amiloidogénicas en el proteoma de E. coli está reducida al mínimo 
(Rousseau y  col., 2006). Probablemente, en condiciones prebióticas el ensamblaje amiloide pudo 
ser predominante, facilitando la autopropagación de las proteínas primigenias en un medio hostil 
(Greenwald y  Riek, 2010). Sin embargo, en la actualidad se ha calculado que entre el 10-20 % de 
las proteínas de los proteomas tienen tendencia a agregar (Rousseau y col., 2006). En bacterias 
este porcentaje es menor, ya que la evolución ha favorecido la selección de secuencias no 
hidrofóbicas. De hecho las chaperonas Hsp70 poseen mayor afinidad por secuencias hidrofóbicas 
que están a menudo flanquedas por residuos cargados que las protegen contra la agregación 
(Rousseau y  col., 2006). Las chaperonas permitirían que las secuencias amiloidogénicas 
evolucionen, pues de otra manera hubieran sido purgadas del genoma (Villar-Piqué, 2011).
1.2. Estirpes conformacionales de RepA-WH1(A31V) en los microcanales de 
flujo
Se ha caracterizado la transmisión vertical del prionoide RepA-WH1(A31V) en E. coli 
durante decenas de generaciones utilizando un dispositivo de microfluídica acoplado a un 
microscopio de fluorescencia. Ésta es una técnica emergente que permite estudiar 
macromoléculas biológicas (Vyawahare y  col., 2010) y  células individuales (Yin y  col., 2012) en 
términos cuantitativos. Las células de E. coli que colonizan el fondo de los microcanales están 
continuamente abastecidas por el medio de cultivo, bajo un régimen de flujo laminar, así que las 
bacterias pueden nutrirse fácilmente con los precursores metabólicos y crecer con tasas parecidas 
a las de cultivos líquidos en volúmenes grandes (Wang y  col., 2010c), por lo que los estudios 
realizados en esta Tesis tienen relevancia fisiológica. Además de seguir el destino de la célula 
madre, esta técnica ha permitido trazar la dinámica intracelular de la proteína RepA-WH1 en la 
progenie de la célula madre. Estos resultados constituyen la primera aplicación de la microfluídica 
para estudiar la amiloidosis in vivo. El único precedente que existe hasta la fecha se empleó para 
estudiar la nucleación y el crecimiento de agregados amiloides de insulina in vitro (Knowles y  col., 
2011).
1.2.1. Polimorfismo estructural
Comenzando con una población genéticamente homogénea de bacterias en un cultivo, una 
vez que se han cargado las células en los canales, éstas dan lugar a otras que portan agregados, 
o bien globulares o elongados (Figura 30, 37). Ambos tipos de células tienen el mismo nivel de 
expresión de la proteína amiloide. Esta segregación espacio-temporal es la esperada para 
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cualquier determinante epigenético basado en la agregación de proteínas (Tuite y  Serio, 2010). Ya 
que estos dos tipos de agregados, en términos de morfología y  toxicidad relativa, son 
fenotípicamente distintos y se heredan de un modo estable durante varias generaciones, se 
pueden considerar como diferentes estirpes del prionoide RepA-WH1(A31V); en el mismo sentido 
en el que este término se aplica a las estirpes de priones y  prionoides en mamíferos (PrP, α-
sinucleína, péptido Aß, ß2-microglobulina) y  en hongos (Sup35p, Het) (Colby  y  Prusiner, 2011; 
Toyama y  Weissman, 2011; Weissmann y  col. 2011). Al igual que las estirpes de estos últimos, las 
variantes del prionoide (gobulares y  elongadas) se diferencian en su conformación y  confieren 
distintos fenotipos en la proliferación celular (Figura 37), apoyando la hipótesis del prion. Esto es 
crucial en las enfermedades neurodegenerativas, ya que cada conformación lleva asociada una 
toxicidad diferente. En el prion de levaduras [PSI+] se han creado distintas conformaciones 
amiloides in vitro que resultan en distintas estirpes (fenotipos) in vivo (Tanaka y  col., 2006; Toyama 
y col., 2007).
Tras la inducción de la proteína RepA-WH1(A31V), los primeros agregados que aparecen 
son los del tipo globular, que componen la forma más común de agregación. Lo mismo sucede en 
los priones [PSI+] y  [Het-s], pues en las células hijas tras la división aparecen primero agregados 
globulares de pequeño tamaño (Mathur y  col., 2010). La aparición posterior de los agregados 
elongados de RepA-WH1 es el resultado de la acción de los cofactores celulares como las 
chaperonas: cuando se sobreexpresa DnaK la mayoría de los agregados presentan morfología 
elongada mientras que, si se inhibe, son globulares (Figura 30). Asimismo, se observa que los 
grandes agregados globulares polares de las células fundadoras sufren, a lo largo del tiempo, 
continuas escisiones que generan agregados elongados.
La diferencia estructural entre los agregados globulares y  los elongados conlleva un 
empaquetamiento y  una estabilidad particulares, resultando en una morfología intracelular distinta. 
La disimilitud conformacional puede provenir de distintas condiciones ambientales para la célula, 
como diferencias de hidratación o estrés oxidativo o xenobiótico (Wiltzius y  col., 2009). En cuanto 
al empaquetamiento diferencial, los agregados elongados tienen apariencia de menor compacidad 
(Figura 22, 27), lo que podría originar que las estructuras elongadas sean más inestables y 
resulten más vulnerables a la acción de las maquinarias macromoleculares de disgregación, como 
chaperonas (Hsp70 y  Hsp104) y  proteasas (en particular Lon y  ClpP, que son las mayoritarias del 
citoplasma de E. coli) (Figura 37) (Toyama y col., 2007). Esto puede provocar los ciclos de 
aparición y desaparición de los agregados que se observan esporádicamente en un canal 
microfluídico dado. Tras la disgregación, el auto-ensamblaje por nueva nucleación genera otra vez 
partículas elongadas que son apreciables en las siguientes generaciones. Esto puede explicar el 
por qué los agregados elongados son menos tóxicos para el crecimiento y  la proliferación, pues la 
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célula puede combatirlos por medio de la disgregación y proteolisis (Figura 37) (Winkler y col., 
2010). Por otro lado, los agregados globulares poseen estructuras más estables y  tienen 
disminuida su capacidad de replicativa mediada por las chaperonas (Toyama y  col., 2007), 
suponiendo un reto para las maquinarias de control de calidad de las proteínas en la célula. De 
hecho, el prion [PSI+] existe en conformaciones globular y  elongada, que recuerdan a los 
agregados del prionoide RepA-WH1. La conformación elongada de [PSI+] no provoca toxicidad y 
tiene menos capacidad de transmitir el estado priónico a la progenie (Tyedmers y col., 2010b).
Figura 37. Esquema de la dinámica de ensamblaje del prionoide RepA-WH1(A31V) en E. coli. (A) El dímero 
de WH1 es disociado por su unión al ADN del nucleoide que dirigen el cambio conformacional de hélice-α a 
lámina-ß. Esto genera un intermediario metaestable (mWH1✽) que puede nuclear el auto-ensamblaje y 
moldear el cambio conformacional en moléculas nativas (transmisibilidad molecular), resultando en un 
agregado (mWH1)n, que tiene naturaleza amiloide. Éste se presenta en forma de dos variantes o estirpes 
conformacionales: globular y elongada. La aparición de los agregados elongados implica la acción de la 
chaperona Hsp70. La maquinaria de disgregación celular (chaperonas y proteasas) provoca la disgregación 
del agregado (ciclos de eclipse), tras los cuáles los agregados pueden reaparecer por nueva nucleación. (B) 
Dinámica interpoblacional del prionoide. Las variantes confieren dos fenotipos distintos en la proliferación de 
E. coli: la variante globular (célula 1), es tóxica, induciendo filamentación (2) y/o reduciendo su tasa de 
división (3), hasta que detienen el crecimiento (4 y 5). Los agregados elongados (6), por el contrario, se 
propagan fácilmente y son menos tóxicos (7-9). Sin embargo, experimentan periódicamente fases de 
eclipse (3) en las que desaparecen, probablemente por acción de chaperonas y proteasas (10 y 12), aunque 
los amiloides pueden reaparecer en la progenie tras un evento de nucleación espontánea (11).
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1.2.2. Interconversión entre estirpes
Con baja frecuencia, una célula madre que porta un tipo de agregado en un canal, puede 
espontáneamente empezar a generar el otro tipo, siendo más frecuente el cambio de elongado a 
globular que al revés (Figura 37). La dinámica de interconversión entre los dos tipos de 
estructuras en RepA-WH1 recuerda a la conversión entre estirpes del prión PrP y Sup35p (Liu y 
Lindquist, 1999; Tank y  col., 2007; Weissmann y  col., 2011). Cabe destacar que también se ha 
descrito la interconversión entre las especies globulares y elongadas en [PSI+] (sobretodo de la 
primera a la segunda) (Kawai-Noma y  col., 2010; Tyedmers y col., 2010b). Esto supone que el 
prionoide RepA-WH1(A31V) es capaz de manifestar, además de estirpes conformacionales, 
interconversión entre ellas.
El estudio mediante técnicas de microfluídica del prionoide RepA-WH1 ha provisto para 
células individuales y  durante divisiones que abarcan muchas generaciones, una evidencia visual 
de la estabilidad e interconversión entre dos estirpes de amiloides, que componen distintas 
cuasiespecies (Weissmann y  col., 2011) a partir de una misma proteína con características 
dispares: morfológicas (agregados globulares frente a elongados), de número por célula (múltiples 
frente a único) y citotoxicidad (aguda frente a leve).
1.3. Toxicidad del prionoide
Si comparamos la división de las células que expresan las proteínas RepA-WH1(A31V) o 
WT con respecto a las células libres de inclusiones (Película S.1), se observa que las primeras 
expanden su tiempo de generación hasta cinco veces hasta que, tras pocos ciclos de división, 
detienen su crecimiento. De hecho, la población de células que no poseen agregados debido a su 
mayor proliferación, invaden rápidamente el cultivo (Película S.1). La expansión del tiempo de 
generación y  la quiescencia de las células que heredan el polo viejo son síntomas de 
envejecimiento (Stewart y  col., 2005; Lindner y  col., 2008; Winkler y col., 2010). Las grandes 
inclusiones de WH1(A31V) producen quiescencia, pero hasta el extremo de que producen 
filamentación celular y  detención del crecimiento, manifestación de la alta toxicidad de los 
agregados globulares. Hasta la fecha, la toxicidad de las inclusiones de WH1(A31V)-mCherry, en 
términos de tasa de división celular, es mayor que la descrita en comparación con las inclusiones 
intracelulares de los cuerpos de inclusión típicos en E.coli, que son menos citotóxicos (Stewart y 
col., 2005; Lindner y col., 2008; Winkler y col., 2010). 
La localización polar de las inclusiones grandes globulares de RepA-WH1(A31V) parece 
estar determinada por la gran fracción de volumen excluida por el nucleoide (Winkler y  col., 2010) 
y  puede ser indicativa de su toxicidad implícita. Su reparto asimétrico puede ser consecuencia de 
una estrategia celular para segregar el daño ejercido por éstos (Figura 5) (Lindner y  col., 2008; 
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Winkler y  col., 2010). En cambio, las inclusiones pequeñas globulares se distribuyen 
aleatoriamente en el citoplasma celular, al igual que los agregados elongados. Esto puede reflejar 
la mayor difundibilidad de las partículas pequeñas en el citoplasma. Además, ambos tipos de 
agregados colocalizan con la chaperona DnaK (Figura 27), por lo que la maquinaria molecular 
que asiste al plegamiento actuaría aliviando el impacto dañino de la agregación (Figura 37).
La toxicidad de las inclusiones de RepA-WH1(A31V) puede deberse a la exposición de 
residuos hidrofóbicos, que generalmente los cuerpos de inclusión tienden a reducir. En particular, 
las especies más tóxicas son las partículas prefibrilares ya que poseen mayor número de residuos 
de esa naturaleza expuestos (Carrió y  Villaverde, 2005). La interacción de precursores 
oligoméricos con membranas parece ser uno de los mecanismos responsables de las causas de 
la toxicidad de los amiloides, bien sea a través de la formación de poros, mediante la extracción 
de lípidos (un efecto similar al de los detergentes) o mediante una disminución del espesor de la 
membrana (Butterfield y  Lashuel, 2010). Por otro lado, la toxicidad también puede estar asociada 
a un estrés oxidativo: en los compartimentos IPOD de agregación de amiloides en levaduras, se 
encuentran las proteínas dañadas por estrés oxidativo. Además, al igual que en bacterias, estos 
compartimentos también son heredados asimétricamente (Tyedmers y col., 2010a). 
Hasta la fecha no se conoce ningún prionoide en bacterias que se perpetúe en dos estados 
(soluble y  agregado) en el citoplasma. El único estudio realizado de la propagación de priones 
intracelulares en bacterias ha sido realizado con proteínas que no son de origen bacteriano: el 
prion de la proteína Sup35p es capaz de reproducir su propagación en bacterias aunque bajo la 
presencia de cofactores [PIN+] (Garrity  y  col., 2010). De igual modo, Sup35p también puede 
propagarse en células de mamífero (Krammer y col., 2009). Los agregados de la proteína RepA-
WH1 constituyen pues el primer amiloide intracelular en procariotas que se transmite a la progenie 
y  que genera una proteinopatía. Esto abre una vía al estudio de la amiloidosis en un organismo 
con unos 4000 genes y, por lo tanto, con un interactoma reducido.
2. COFACTORES DE LA AMILOIDOSIS EN E. coli
2.1. Inducción de la amiloidosis de RepA-WH1(A31V) por el ADN in vivo
La proteína RepA-WH1(A31V) posee la capacidad de formar ensamblajes amiloides in vitro 
que dan lugar a fibras (Giraldo, 2007; Gasset-Rosa y col., 2008b). Dicho ensamblaje se estimula a 
través de la unión transitoria de pequeños ligandos de ADN con secuencia específica (opsp), y 
que actúan como potenciadores de la amiloidosis de RepA-WH1, al seleccionar un subconjunto de 
conformaciones de la proteína, que fluctúan en equilibrio, con tendencia a agregar, dirigiendo así 
el proceso hacia el ensamblaje amiloide (Boehr y  col., 2009). En este caso, el ADN actúa como 
efector alostérico (Díaz-López y  col., 2003; Giraldo, 2007). Se ha conseguido potenciar la 
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amiloidosis de RepA-WH1 en células de E. coli mediante la introducción de repeticiones en 
tándem de la secuencia opsp en el vector de expresión. Éstas incrementan la deposición de 
moléculas de RepA-WH1(A31V) en las inclusiones intracelulares (Figura 16). Hay que remarcar 
que, permitiendo una sola variación en la secuencia opsp, el genoma de E. coli porta 48 copias 
dispersas de la misma, que parecen capaces de promover la agregación de WH1(A31V) en 
ausencia de las repeticiones adicionales en el plásmido, aunque lo hacen con una frecuencia 
menor (Figura 16). La inducción por parte de la secuencia de ADN parece ajustarse a cantidades 
sub-estequiométricas con respecto a RepA-WH1, lo que unido a la interacción transitoria entre 
ambas macromoléculas es indicativo de un proceso catalítico. Alternativamente, se puede concluir 
que, en cierto sentido, el ADN actúa como una chaperona molecular ya que asiste al plegamiento 
y al ensamblaje de WH1 en las estructuras amiloides (True, 2006; Giraldo, 2007).
El sistema mínimo RepA-WH1(A31V) ha permitido estudiar el efecto de la inducción de los 
ácidos nucleicos en la amiloidogénesis, tanto in vitro (Giraldo, 2007; Gasset-Rosa y col., 2008b) 
como in vivo (Fernández-Tresguerres y  col., 2010). El efecto de los ácidos nucleicos en la 
amiloidogénesis ha sido también estudiado en proteínas involucradas en enfermedades 
neurodegenerativas amiloides, como la α-sinucleína (Hegde y  col., 2010) y  el prion PrP (Cordeiro 
y  col., 2001; Silva y  col., 2008). La proteína PrP y  RepA-WH1(A31V), aunque no son 
estructuralmente homólogas, experimentan transiciones de hélice-α a hebra-ß análogas tras 
unirse a los ácidos nucleicos, que dan como resultado la agregación amiloide ordenada de dichas 
proteínas (Silva y  col., 2010). Además de los ácidos nucleicos, también se conocen otros 
cofactores fisiológicos que son relevantes para la amiloidosis de PrP, como los 
glicosaminoglicanos o los fosfolípidos (Deleault y  col., 2007; Deleault y  col., 2010; Wang y col., 
2010). 
Aunque la mayoría de las amiloidosis descritas hasta la fecha suceden en el citoplasma, ha 
sido recientemente descrito el primer prion de levaduras que se propaga en el núcleo: el factor de 
transcripción Sfp1/[ISP+] (Rogoza y col., 2010). El papel del ADN en la amiloidosis de RepA-WH1
(A31V) promovida por el ADN adquiere importancia adicional ya que los depósitos amiloides que 
se acumulan en el núcleo se asocian a algunas enfermedades neurodegenerativas, como las 
causadas por proteínas que portan repeticiones de poliglutaminas en la enfermedad de 
Huntington (De Rooij y  col., 1996), diversas ataxias espinocerebelares (Bauer y  Nukina, 2009) y, 
ocasionalmente, en las encelopatías espongiformes transmisibles (Mange y col., 2004).
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2.2. Chaperonas DnaK y ClpB: su efecto sobre la transmisión de primordios 
amiloides
Una de las cuestiones más relevantes para la ciencia de las proteínas es conocer cuál es la 
naturaleza de los cofactores que promueven in vivo los cambios conformacionales amiloides 
(Giraldo, 2007). Este enigma ha existido desde los principios del estudio de la biología de los 
priones, pues Prusiner propuso que una proteína desconocida (“proteína-X”) debía de estar 
involucrada como cofactor en facilitar la adquisición del estado amiloide por PrP (Prusiner, 1998). 
En los priones de levaduras, las chaperonas moleculares parecen ser dichos cofactores (Mayer, 
2010). 
En la propagación de levaduras, Hsp70 y  Hsp104 actúan coordinadamente (Shorter y 
Lindquist, 2008; Haslberger y  col., 2010). En el prionoide RepA-WH1 existe también una sinergia 
entre ambas chaperonas, ya que su transmisión está más comprometida en bacterias cuyo fondo 
genético es dnaK756 ∆clpB (Figura 24), que en las estirpes que portan una u otra mutación 
(dnaK756 o ∆clpB). DnaK claramente tiene un papel central en promover la propagación del 
prionoide, pues tanto su inhibición como su sobreexpresión provocan alteraciones en ella. Cuando 
se sobreexpresa DnaK, aumentan los agregados elongados hasta ser la población mayoritaria; 
además, los agregados elongados colocalizan con DnaK. Por el contrario, DnaK no es 
competente por sí sola para reactivar los cuerpos de inclusión y  requiere de ClpB para hacerlo 
eficientemente (Lewandowska y  col., 2007; Acebron y  col., 2009). Ésta despliega las proteínas de 
los cuerpos de inclusión cuando se sobreexpresa, y  conlleva la solubilización y/o posterior 
degradación proteolítica de las mismas (Doyle y  Wickner, 2009). Pero ClpB parece tener sobre el 
prionoide una función marginal, pues la propagación de los agregados WH1(A31V) es 
relativamente independiente de ClpB, al no tener su deleción o su sobreexpresión mayor efecto. 
Así se establece otra diferencia entre el prionoide y  los cuerpos de inclusión convencionales, a 
parte de la distribución intracelular heterogénea y  mayor toxicidad de aquél. Cabe destacar que 
DnaK se suele localizar distribuida alrededor de la superficie de los cuerpos de inclusión (Carrió y 
Villaverde, 2005) y  no se halla agrupada en sectores discretos en el interior de los agregados de 
proteína, tal y como se ha encontrado en este trabajo en el caso del prionoide RepA-WH1(A31V). 
Se ha descrito que Hsp70 interacciona con los dímeros de RepA (Giraldo y  Díaz-Orejas, 
2001) y, de hecho, los dímeros de otras proteínas de la familia Rep también son remodelados por 
DnaK (Zzaman y  col., 2004; Nakamura y col., 2007). DnaK, a través de la unión al dominio WH1, 
convierte los dímeros de RepA en monómeros activos que son los iniciadores de la replicación 
plasmídica (Wickner y  col., 1992; DasGupta y  col., 1993; Kim y  col., 2002). Los detalles 
estructurales de un complejo entre la chaperona Hsp70 y  el iniciador de replicación de levaduras 
Orc4p muestran que su interacción sucede a través de un motivo hidrofóbico en Orc4p, de modo 
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que la chaperona Hsp70 se une al dímero de Orc4p y, a través de la actividad ATPásica de su 
dominio N-terminal, disocia el dímero (Figura 38.A) (Moreno-del Álamo y  col., 2010). Cabe 
destacar que el iniciador Orc4p posee similitud estructural con la proteína RepA (Giraldo y  Díaz-
Orejas, 2001). De hecho, la interacción de DnaK con la proteína RepE, homóloga a RepA, se 
realiza a través del dominio WH1 implicando la hélice-α2 (Nakamura y  col., 2007), donde se 
localiza la región amiloidogénica en RepA (Figura 38.B). Tiene sentido que la misma chaperona 
permita el desplegamiento parcial de los agregados amiloides de RepA-WH1 y genere los 
oligómeros discretos. Además, DnaK es capaz de impedir la formación de fibras de la proteína 
WH1(A31V) in vitro, permaneciendo unida a oligómeros de la misma (comunicación oral María 
Moreno, miembro del laboratorio).
Figura 38. Detalle estructural de la interacción de la chaperona Hsp70 con los iniciadores de la replicación 
Orc4p  y RepE. (A) Estructura del complejo de un dímero inactivo de Orc4p  y DnaK. Orc4p pertenece al 
complejo iniciador de la replicación que reconoce el origen de replicación en S. cerevisiae. La estructura fue 
determinada a baja resolución mediante microscopía electrónica. DnaK, mediante su dominio C-terminal, 
reconoce específicamente a los residuos hidrofóbicos de Orc4p  y, a través de su actividad ATPasa del 
dominio N-terminal, disocia el dímero. La proteína Orc4p  posee homología estructural con RepA. (B) 
Predicción de las regiones de RepE (homólogo de RepA) que interaccionan con Hsp70, dichas regiones 
están marcadas en azul oscuro. Parte del dominio WH1 participa en la interacción, en concreto su hélice-α 
2, que se corresponde con la región amiloidogénica de RepA. El panel A está tomado de Moreno-del Álamo 
y col. (2010) y el panel B del trabajo de Nakamura y col. (2010).
Considerando la ausencia aparente de algún gen HSP104 en eucariotas superiores, los 
resultados de esta Tesis apuntan a que las chaperonas Hsp70s son las principales responsables 
del control de la propagación de priones y  de prionoides en las células humanas. 
Convencionalmente, se han utilizado los priones de levaduras como sistemas modelo, sin 
embargo, presentan dos limitaciones principales: i) sus secuencias amiloidogénicas son ricas en 
Gln y  Asn, como sucede en la proteínas involucradas en la enfermedad de Huntington y  en ataxias 
relacionadas, pero no en las demás amiloidosis, cuyas proteínas portan segmentos hidrofóbicos; 
ii) no causan una proteinopatía clara en las levaduras y, aunque el prion [PSI+] ha sido propagado 
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con éxito en Escherichia coli (Garrity y  col., 2010), tampoco aquí se comporta propiamente como 
un agente patógeno. Asimismo, la existencia de genes parálogos de HSP70 en eucariotas 
(Albanèse y  col., 2006) supone un reto adicional en la comprensión de la contribución de éstos en 
la amiloidogénesis priónica. E. coli teniendo una sola copia de un gen HSP70 (DnaK), nos permite 
descubrir cómo esta chaperona posibilita la transmisión del prionoide RepA-WH1 al generar, a 
partir de los agregados globulares amiloides, pequeñas partículas oligoméricas y  agregados 
elongados que se propagan fácilmente a las células hijas durante la división celular. El prionoide 
RepA-WH1(A31V) es entonces un sistema mínimo sintético óptimo para el estudio de la 
amiloidosis de proteínas.
3. RepA-WH1(A31V) DETERMINA LA AMILOIDOSIS  EN UN PRION 
HETERÓLOGO IN VIVO: QUIMERAS CON [PSI+] EN S. cerevisiae
El prion [PSI+] de S. cerevisiae ha sido utilizado como herramienta para determinar el 
potencial prionogénico de secuencias heterólogas de proteínas objeto de estudio (Tuite y  Cox, 
2003). Para llevar a cabo este tipo de análisis, se diseñan proteínas quiméricas con Sup35p, de 
modo que se reemplaza su dominio formador de prión (PrD) por la secuencia que posee el 
potencial amiloidogénico a estudiar. Este tipo de aproximación se ha realizado con PrP (Tank y 
col., 2007), con el péptido Aß amiloide (von der Haar y  col., 2007) y  con CPEB, proteína 
involucrada en la memoria a largo plazo (Heinrich y Lindquist, 2011).
Para llevar a cabo esos estudios se realiza en S. cerevisiae una serie de ensayos canónicos 
que abarcan diversos aspectos del carácter priónico. La naturaleza prionogénica de las 
secuencias heterólogas, conforme se desprende de los ensayos en levaduras, incluye 
determinadas características: capacidad de adoptar distintos estados de la proteína heredables 
(monitorizado mediante ensayos de supresión de alelos de los genes ade1 o ade2); generación de 
agregados altamente estables (visualizados por técnicas electroforéticas en geles semi-
desnaturalizantes); formación de núcleos en el citosol (microscopía de fluorescencia); formación 
de amiloides in vitro a partir de la proteína soluble (microscopía electrónica); y dependencia de la 
chaperona Hsp104 para la propagación de los priones (inferida del tratamiento con guanidina) 
(Garrity  y  col., 2010). Si las secuencias heterólogas que reemplazan a la región PrD reproducen el 
comportamiento priónico de [PSI+], se puede considerar que las proteínas correspondientes 
poseen naturaleza priónica. 
En los resultados presentados en esta Tesis, las proteínas Sup35_WH1-R forman 
agregados priónicos, que se ajustan a los ensayos estándar de priones en levaduras: son 
complejos de alto peso molecular resistentes a detergentes y suprimen los codones de 
terminación, permitiendo la síntesis de adenina en cantidades suficientes. Las quimeras 
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Sup35_WH1(A31V) en levaduras pueden por lo tanto producir conversión al estado amiloide, que 
conlleva una ganancia de función similar a Sup35p; en cambio, su propagación no depende de 
Hsp104. WH1-R impondría pues su dependencia de Hsp70 al prion Sup35p/[PSI+], por lo que 
RepA-WH1 en S. cerevisiae se comporta como un módulo ortogonal, relativamente independiente 
y sin citotoxicidad aparente.
3.1. Repeticiones oligopeptídicas (OPR) mixtas (Q/N-hidrofóbicas) en la 
propagación de priones
Sup35p tiene en su dominio PrD una composición aminoacídica inusual con baja 
complejidad de secuencia, pues posee abundancia en residuos polares de glutamina y 
asparagina. En el modelo más aceptado de la estructura de las fibras amiloides de Sup35p, los 
residuos idénticos de la región amiloidogénica se auto-ensamblan, disponiendo las hebras-ß 
paralelamente (Shewmaker y col., 2006). Por su parte, el modelo propuesto del dominio 
amiloidogénico de WH1(A31V) es de hebras-ß dispuestas en orientación antiparalela (Figura 9.D) 
(Giraldo, 2007). El hecho de que la proteína quimérica con dos repeticiones R5+WH1-R2 
reproduzca el fenotipo [PSI+], sugiere que una lámina-ß cruzada mixta es capaz de ensamblarse 
incluyendo el péptido WH1-R2 y las cinco repeticiones de Sup35p. En las estructuras paralelas el 
apareamiento de residuos cargados es desfavorable, por lo que el segmento WH1-R2 debe 
acoplarse a la lámina paralela de Sup35 formando un apéndice en estructura antiparela. Esto 
explicaría el que la quimera con una sola repetición, R5+WH1-R1, no sea funcional y se requieran 
dos copias del segmento peptídico para recuperar esa funcionalidad. 
Las repeticiones WH1-R que reemplazan a las de Sup35 fueron diseñadas para construir el 
núcleo de una estructura amiloide-ß, de modo que se dispusieran altamente ordenadas en 
hebras-ß antiparalelas (Figura 31). En las estructuras antiparalelas, la mayoría de los contactos a 
lo largo de la fibra se establecen entre residuos no idénticos, presumiblemente complementarios 
(con carga positiva-negativa, como sucede con RepA-WH1 entre R25 y  D35, o pequeños con 
grandes) o similares (hidrofóbico con hidrofóbico y  polar con polar) (Ross y  col., 2005a). Esta 
estructura supone un incremento en el requerimiento de especificidad de secuencia (Shewmaker y 
col., 2011). Las repeticiones de la secuencia amiloidogénica de RepA-WH1(A31V) disponiéndose 
en hebras antiparalelas, pueden por lo tanto sustituir a la región PrD de Sup35p y, al igual que 
ésta última, el prion resultante [REP-PSI+] constituye un elemento epigenético de herencia no 
mendeliana.
3.1.1. Pérdida espontánea del prion quimérico Sup35p_WH1-R1 y R2
La pérdida del prion (curación) de Sup35p provoca la transformación de fenotipo de [PSI+]→
[psi-] y  supone un cambio en la coloración de las colonias (de blancas a rojas) (Figura 39); la 
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frecuencia con la que ocurre es de 10-6, de la que se infiere el número de generaciones en las que 
se mantiene estable un elemento epigenético (Lund y  Cox,1981; Liu y  Lindquist, 1999; Tuite y 
Cox, 2003). Las colonias R0+WH1-R1 y  R0+WH1-R2 presenta tras su crecimiento sectores con 
una tonalidad más oscura, lo que sugiere que existen variantes o estirpes priónicas que implican 
diferencias estructurales en sus núcleos amiloides (Cox y  col., 2007). Las colonias que adquieren 
la tonalidad más oscura son variantes priónicas débiles; entre éstas y  las estirpes fuertes existen 
diferencias en la generación del número de propagones y/o en la tasa de agregación (Cox y  col., 
2007). Aunque manifiesten fenotipo de ganancia de función y  exista lectura continua del codón 
stop, la inestabilidad de las quimeras R0+WH1-R1 y  R0+WH1-R2 puede deberse a que no 
establezcan un núcleo de lámina-ß estable que genere una estructura priónica consistente, 
resultando así en estirpes priónicas débiles. Dicha inestabilidad provoca que, a lo largo de las 
generaciones y tras diversos pases, las estirpes débiles sean curadas y  pasen a ser rojas (Figura 
34), con una tasa de conversión extraordinariamente elevada (30%). Además, las repeticiones R1 
y  R2 de la proteína silvestre Sup35p son los elementos primarios determinantes de la inducción y 
de la formación del prión (Osherovich y  col., 2004), al componer el núcleo de la fibra amiloide 
(Toombs y  col., 2011) y ser imprescindibles para el mantenimiento del fenotipo [PSI+] (Liu y  col., 
1999).
Figura 39. Representación del ensayo de codones stop por supresión de Sup35_R0 y de Sup35_WH1-R en 
S. cerevisiae. (A) La proteína Sup35_R0 es el control negativo de los ensayos realizados, pues R0p  se 
encuentra en estado soluble, de modo que es funcional y reconoce el codón stop del ARN mensajero 
ADE1-14, deteniendo la traducción del mismo. Esto conlleva una coloración roja de las colonias. (B) Se 
muestra la supresión llevada a cabo por las proteínas quiméricas Sup35_WH1-R. La proteína nativa 
(representada por cuadrados) sufre el cambio confromacional amiloide, de modo que la proteína resultante 
(representada como círculos) promueve la agregación y genera el fenotipo priónico [REP-PSI+]. El agregado 
retiene a la proteína en un estado no funcional, que permite la lectura continua del codón stop y, por 
consiguiente, la coloración blanca de las colonias. La propagación de los priones [REP-PSI+] es llevada a 
cabo por un mecanismo alternativo diferente al de Hsp104, en el que puede estar involucrada la chaperona 
Hsp70. Tras la partición de los agregados, los propagones resultantes se distribuyen a la yema naciente, 




3.1.2. Estabilidad de las quimeras Sup35p_WH1-R3, R4 y R5 
La sustitución de OPR por 3 repeticiones de WH1-R parece afianzar el núcleo amiloide de la 
proteína quimérica Sup35_WH1-Rp, por lo que el prion producido sería más estable, dando lugar 
a colonias blancas uniformes. La estabilidad de un prion está relacionada directamente con la 
capacidad de generar propagones, cuyo mayor número implica mayor estabilidad mitótica, por lo 
que la tasa de curación será menor (Cox y  col., 2007). La elevada estabillidad de [PSI+] WT y  de 
las quimeras que poseen 3, 4 y  5 repeticiones WH1-R conlleva que la tasa de curación 
espontánea observada sea muy  baja (ronda el 1%, Figura 34). La baja tasa de curación puede 
ser debida a que la distribución de los propagones, que acostumbra a ser proporcional al volumen 
relativo de las células madre e hija en la citoquinesis (Cox y  col., 2007), sufra alteraciones 
generando una mayor inestabilidad y  a que no exista una partición equitativa. Cinco generaciones 
sucesivas de segregaciones defectivas pueden generar que alrededor de un 3%  de las células 
posean un número limitante de propagones (Cox y col., 2007).
En su conjunto esa metaestabilidad compone una de las características que diferencian al 
elemento epigénetico priónico de los elementos genéticos clásicos; es decir, que los estados [PSI
+] y  [psi-] no son absolutos, las estirpes [PSI+] se pueden convertir a [psi-] y  viceversa, lo que 
sucede con frecuencias bajas, pero mesurables.
3.2. Cofactores de la amiloidosis en S. cerevisiae: chaperonas Hsp70 y Hsp104
3.2.1. Curación de las estirpes [REP-PSI+] por guanidina: papel de la chaperona 
Hsp104
El diseño de quimeras funcionales entre RepA-WH1 y  el prion de S. cerevisiae Sup35p/[PSI
+] ha posibilitado caracterizar los requerimientos para la propagación del prionoide sintético en 
levaduras. El proceso de curación del prion puede ocurrir espontáneamente, por un reparto 
defectuoso de los propagones (apartado Discusión 3.1.1), o ser causada por factores externos. 
La curación impuesta por guanidina (que inhibe la actividad ATPásica de Hsp104) (Ferreira y  col. 
2001; Jun y  Maison, 2001), impide el fraccionamiento de los agregados llevado a cabo por la 
disgregasa Hsp104. La guanidina produce curación en las estirpes Sup35p(WT) y  R5+WH1-R2 al 
final del periodo estacionario del crecimiento, pues la partición se vuelve ineficiente y  las células 
hijas en la división heredan con baja frecuencia los agregados [PSI+], por lo que los priones 
permanecen en el 90% de las células madres (Ness y col., 2002; Tanaka y col., 2006).
El fraccionamiento de los agregados y  al mantenimiento del número de propagones 
depende de la interacción de Hsp104 con la región de las repeticiones oligopeptídicas (OPR) en 
Sup35p (Osherovich y  col., 2004; Cox y  col., 2007), aunque también otras regiones localizadas 
fuera del dominio PrD pueden influenciar la interacción con Hsp104 (Liu y col., 2002). Las 
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repeticiones bacterianas RepA-WH1(A31V), al ser hidrofóbicas, pueden no ser reconocidas por 
Hsp104, ya que la inhibición de su actividad no provoca alteración en la propagación de los 
priones quiméricos (las colonias R0+WH1-R1,2,3,4,5 se mantienen blancas) (Figura 34). Puede 
que una estructura de lámina-ß paralela sea el requisito imprescindible para el reconocimiento por 
parte de la chaperona Hsp104; esto apoya el hecho de que el cambio a estructura antiparalela 
llevada a cabo en las repeticiones WH1-R impida tal reconocimiento.
Las quimeras en las que se sustituyen las OPR de Sup35 por la secuencia hidrofóbica 
central del péptido Aß42, también son independientes de Hsp104 (von der Haar y  col., 2007). Es 
probable que la chaperona no pueda reconocer el dominio formador del prion en la proteína 
híbrida, ya que la hebra del péptido Aß se dispone de forma antiparalela (en la variante de Iowa y 
en los pequeños péptidos estudiados por Eisenberg; Sawaya y  col., 2007). En cambio la 
sustitución de las repeticiones de Sup35 por las propias de PrP, que aisladamente forman una 
lámina-ß paralela (Sawaya y  col., 2007), generan priones que son curados cuando se inhibe la 
acción de la chaperona Hsp104 (Tank y  col., 2007). También el prion [Het-s], aunque tiene una 
composición que no es de G/N, sus hebras-ß se disponen paralelamente (Greenwald y  Riek, 
2010) y  necesita a Hsp104 para propagarse (Taneja y  col., 2007). Estos resultados apoyan las 
conclusiones obtenidas de los ensayos con el prionoide completo WH1(A31V) en E. coli, pues 
tanto éste como las quimeras no dependen de la chaperona ClpB (Hsp104) para su propagación.
3.3.2. Posible función de Ssa1p y Ssa2p en la propagación de las quimeras en S. 
cerevisiae
La búsqueda de un mecanismo alternativo involucrado en la partición de los priones [REP-
PSI+], distinto al dependiente de Hsp104, conllevó al análisis por microscopía de fluorescencia del 
efecto de la doble deleción ∆ ssa1 y ∆ssa2 (HSP70) en la propagación. Estas chaperonas se 
encuentran asociadas a los agregados de Sup35p (Mathur y  col., 2009) y  parecen ser 
componentes principales de los polímeros de Sup35p ex vivo, pues aparece una molécula de 
Ssa1/2p por cada dos de Sup35p (Sweeny  y  Shorter, 2008). Además se ha visto que la doble 
deleción ∆ ssa1 y  ∆ssa2 cura el prion [GAR+], que es independiente de la acción de Hsp104 
(Brown y Lindquist, 2009). Como resultados preliminares observamos que la ausencia de las 
chaperonas Ssa1p y Ssa2p disminuye, en cierta manera, el número de inclusiones fluorescentes 
WH1-R-mCherry con respecto a la estirpe silvestre de S. cerevisiae. En ésta, los agregados 
parecen disponerse adyacentes a la membrana y alrededor de las vacuolas, donde se localizan 
parte de los priones en levaduras (compartimento IPOD) (Tyedmers y col., 2010b) (Figura 5, 35). 
Se sabe que la deleción de ∆ssa1 genera en Sup35p agregados de mayor tamaño con respecto a 
la estirpe WT, debido a un aumento del número de los polímeros que están presentes en dichos 
agregados, al igual que sucede tras la inhibición de Hsp104 (Song y col., 2005). 
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La doble deleción ∆ ssa1-2 puede generar agregados intracelulares de mayor tamaño y en 
menor número, los cuales se diluyen durante la proliferación celular provocando finalmente la 
curación. Es necesaria la realización de experimentos adicionales para poder afirmar que las 
chaperonas Hsp70 desempeñan un papel esencial en la propagación de las proteínas híbridas. Se 
observa que, al contrario que en bacterias, los priones quiméricos de Sup35-WH1-R no son 
tóxicos en levaduras. La menor agregación detectada por microscopía puede ser resultado de una 
toxicidad aparente menor, incluso en fondos ∆ ssa1-2, esto podría dar razón de la reducida 
toxicidad de las mismas (y en general de los priones Q/N) en levaduras.
Estos resultados preliminares no descartan que las chaperonas de la familia Hsp70 puedan 
tener un papel crucial en el mantenimiento de [REP-PSI+], al igual que su ortólogo DnaK lo tiene 
en bacterias sobre el prionoide RepA-WH1(A31V). Las chaperonas Hsp70 pueden pues 
desempeñar una función determinante en priones cuyas secuencias amiloidogénicas tengan una 
composición aminoacídica de naturaleza hidrofóbica, ya que sobre éstos la disgregasa Hsp104 no 
parece ejercer un papel directo en la generación de partículas transmisibles. La existencia de 
múltiples genes HSP70 parálogos en levaduras (Albanèse y  col., 2006) plantea el reto de 




El trabajo descrito en esta Tesis Doctoral ha dado lugar a las siguientes conclusiones:
• La proteína RepA-WH1(A31V), que había sido previamente caracterizada in vitro, tiene 
naturaleza de prionoide en E. coli:
• La proteína WH1(A31V) agrega formando inclusiones amiloides. 
• Los agregados son heredados de célula madre a hija verticalmente, a modo de pequeñas 
partículas transmisibles. Los propagones heredados reclutan precursores solubles y  se 
multiplican por fragmentación.
• Las proteínas amiloides no son capaces de transferirse de célula a célula 
(horizontalmente) por lo que no son infectivas.
• Los agregados de RepA-WH1 generan una proteinopatía en E. coli, ya que provocan que el 
tiempo de generación en la división bacteriana se multiplique hasta por cinco veces. Hasta la 
fecha no se conoce una tasa tan alta de toxicidad para un agregado intracelular bacteriano.
•La forma diferente de los agregados (elongados frente a globulares), su alta proteotoxicidad y 
baja colocalización con IbpA, diferencian claramente al prionoide RepA-WH1(A31V) de los 
cuerpos de inclusión convencionales.
• Si se observa la dinámica del agregado RepA-WH1(A31V) durante generaciones mediante 
microfluídica, se aprecia la generación de dos estirpes del prionoide (globular y  elongada), que se 
mantienen de manera estable y  generan un fenotipo característico en la proliferación celular. 
Además tales variantes pueden interconvertise.
• Tal y  como se había descrito in vitro, la secuencia efectora de ADN (opsp) es capaz de promover 
la agregación amiloide de WH1(A31V) en E. coli, permitiendo desarrollar un dispositivo 
amiloidogénico modulable.
• La chaperona molecular Hsp70 (DnaK) desempeña un papel esencial en la generación de las 
partículas amiloides pues tanto su inhibición como su sobreexpresión alteran la dinámica del 
prionoide RepA-WH1(A31V).
• Hsp104 (ClpB) no parece participar en la propagación de RepA-WH1(A31V).
• Las quimeras Sup35_WH1 en S. cerevisiae se comportan como módulos ortogonales:
• Siempre que incluyan al menos dos repeticiones del péptido amiloidogénico, generan en 




• Tal y  como se observa para el prionoide en E. coli con respecto a ClpB, la propagación de 
los priones [REP-PSI+] es independiente de la chaperona Hsp104, cuyo papel podría estar 
desempeñado por la familia Hsp70.
• El prionoide mínimo sintético RepA-WH1(A31V) ilustra cuestiones clave de la biología de los 
amiloides, siendo por lo tanto un sistema óptimo para abordar un programa de Biología Sintética 
bottom-up con claras implicaciones biotecnológicas: diseñar y  construir dispositivos que 
ensamblados en módulos autónomos sirvan como herramientas útiles para dotar a los 
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IX. MATERIAL SUPLEMENTARIO (PELÍCULAS)
Película S1 Microscopía time-lapse: Crecimiento de células E.coli MC4100 transformadas con los 
plásmidos pWH1-mCherry+ (opsp)18 (Figura 16)
Las bacterias en crecimiento exponencial en medio rico LB son inmovilizadas en la superficie de un colchón 
de agar (ver procedimiento en Materiales y Métodos). Las películas muestran la superposición de imágenes, 
tomadas en contraste de fases y emisión de fluorescencia roja, de dos campos representativos.
(A) Células que sobreexpresan la proteína WH1(WT)-mCherry. Las imágenes individuales tomadas cada 10 
minutos componen el video, comenzando 12 minutos después de la adición con IPTG  y abarcando en total 
2 horas y 10 minutos. Células libres de agregados se dividen de media 5 veces en 2 horas, mientras que 
cuando se expresa la proteína se expande el tiempo de generación 1.7 veces (3 rondas de división en 2 
horas).
(B) Células que sobreexpresan la proteína variante WH1(A31V)-mCherry. Después de la adición del IPTG, 
las imágenes se tomaron cada 15 minutos. Las células que poseen inclusiones expanden el tiempo de 
generación 5 veces (una sola ronda de división en 2 horas). La subpoblación de células libres de carga 
amiloide proliferan hasta invadir el cultivo.
Películas S2. Canales microfluídicos: crecimiento de células MG1655 sobreexpresando la proteína RepA-
WH1, cuyo gen está integrado en el cromosoma.
Las células en crecimiento exponencial y en medio mínimo M9 son inyectadas en el dispositivo 
microfluídico. Tras la deposición de las bacterias en los canales se procede a la inducción y visualización. 
Las películas están compuestas por imágenes tomadas en emisión de fluorescencia roja de campos cuyos 
canales son representativos. Las imágenes individuales están capturadas con un intervalo de 6 minutos.
(A) Células MG1655 expresando RepA-WH1(A31V)-mCherry por inducción con IPTG. El vídeo abarca en 
total 70 horas de crecimiento, en el que se muestra un único campo compuesto por 20 canales. Las células, 
a lo largo de las generaciones, expresan dos tipos de partículas agregadas amiloides, esféricas-globulares o 
elongadas como “cometas” o “gusano” que confieren fenotipos diferentes en la proliferación celular, además 
de existir una interconversión activa entre ambos. El vídeo empieza tras media hora del comienzo de la 
inducción.
Las películas B, C, D, E, F y G  engloban 8 o más horas (máximo 18) de crecimiento celular y muestran 
canales representativos seleccionados.
(B) Efecto de la inhibición de DnaK en la manifestación del amiloide RepA-WH1(A31V). La miricetina, 
flavonoide que inhibe DnaK, se adiciona en el mismo momento de la inducción con IPTG. La inhibición de 
DnaK provoca que las células porten exclusivamente partículas globulares (color rojo). Engloba 10 horas de 
crecimiento, comenzando 30 minutos después de la adición del IPTG y la miricetina.
(C) Expresión del prionoide y la chaperona DnaK (desde un plásmido p15A) en MG1655. La sobreexpresión 
de DnaK por inducción con arabinosa se realiza a la vez que la inducción con IPTG. DnaK provoca la 
aparición exclusiva de agregados del tipo elongados (color amarillo en todos los canales y a lo largo del 
tiempo). Abarca 14 horas de crecimiento y comienza a los 75 minutos de la inducción con IPTG y arabinosa.
(D) Expresión del prionoide y la chaperona ClpB (desde un plásmido p15A) en MG1655 mediante la adición 
conjunta de IPTG y arabinosa. La sobreexpresión de ClpB  no tiene un efecto destacable con respecto a la 
expresión aislada de RepA-WH1(A31V): poseen el mismo perfil intermitente de colores amarillo-rojo. 
Engloba 18 horas de crecimiento, comenzando a los 40 minutos de la inducción (IPTG/Ara).
(E) Expresión de la variante mutante RepA-WH1(ΔN37) en MG1655. La copia de este gen integrado en el 
cromosoma se induce también por IPTG. Genera agregados subpolares únicos que recuerdan a los cuerpos 
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de inclusión convencionales. Abarca 8 horas de crecimiento y comienza a los 40 minutos de inducción con 
IPTG.
(F) Colocalización del prionoide con IbpA. Esta chaperona, que es un marcador de cuerpos de inclusión, 
cuyo gen está integrado en el cromosoma de MG1655, es visualizada gracias a su fusión a la proteína 
verde fluorescente GFP (en verde), mientras que RepA-WH1(A31V) se muestra en rojo. La disposición 
celular de IbpA difiere de la distribución de los agregados amiloides, colocaliza exclusivamente en la 
superficie de las grandes inclusiones maduras que poseen algunas células madres fundadoras. Engloba 8 
horas de crecimiento, comenzando 75 minutos después de la adición del IPTG.
Material suplementario
152
